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IFNτ   Interferón tau 
IP3   Inositol trifosfato 
JNK   Vía quinasas c-Jun N-terminal 
JWH-015  [2-methyl-1-propyl-1H-indol-3-yl)-1-naphtalenyl-methanone] 
KSOM   Medio optimizado simple de potasio 
LH   Hormona luteinizante  
LHr   Receptor LH 
LIN   Índice de linealidad 
MGL   Monoacilglicerol lipasa 
MAPK   Vía proteína quinasas activadas por mitógenos 
MI   Metafase I 
MII   Metafase II 
MIV   Maduración in vitro 
MPF   Factor promotor de la maduración 
NAPE-PLD  N-acil-fosfatidiletanolamina - especifica de fosfolipasa D 
NAT   N-acil-transferasa 
PBS   Buffer fosfato salino 
PDE3A  Fosfodiesterasa 3A 
PDK1   Proteína quinasa dependiente de proteína tipo 1 
PI3K   Fosfatidilinositol-3 quinasa 
PIP2   Fosfatidilinositol 3,4-bisfofato 
PIP3   Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 
PKA   Proteína quinasa A 
PMSG   Suero de yegua preñada 
PTEN   fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa 
SCE   Sistema cannabinoide endógeno 
SEF   Sociedad Española de Fertilidad 
SFB   Suero fetal bovino  
SNC   Sistema nervioso central 
SOF   Medio Fluido Oviductal Sintético 
SR1 SR141716A [N-(Piperidin-1-yl)-5-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4 
methyl-1H-pyrazole-3-carboxamide hydrochloride 
SR2 SR144528 [5-(4-chloro-3-methylphenyl)-1-[(4-methylphenyl)methyl]-N-
[(1S,2S,4R)-1,3,3-trimethylbicyclo[2.2.1]hept-2-yl]-1H-pyrazole-3-carboxamide] 
STR  Índice de rectitud 
TA   Temperatura ambiente 
TGFβ   Tactor transformante del crecimiento beta 
THC   Δ9-tetrahidrocannabinol 
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La señalización cannabinoide ha sido asociada con diferentes eventos reproductivos como la 
gametogénesis, la fecundación, la implantación, la placentación, la preñez y el parto (Battista, et al. 2008, 
Maccarrone 2009). Existen pruebas convincentes de que los receptores cannabinoides CB1 y CB2 se 
expresan en ovarios, ovocitos y espermatozoides de diferentes especies como humanos, rata y ratón 
(Agirregoitia, et al. 2015a, Agirregoitia, et al. 2016). Sin embargo, se desconoce su función y si tiene algún 
efecto en la maduración o la fecundación del ovocito. El objetivo de esta tesis doctoral es analizar en primer 
lugar, los efectos de los cannabinoides en la maduración del ovocito y sus consecuencias en la fecundación 
y el desarrollo embrionario; en segundo lugar, identificar algunas de las posibles vías de señalización por las 
que pueden estar actuando; y en tercer lugar, analizar el efecto de los cannabinoides en el espermatozoide.  
En el capítulo 1 hemos utilizado el modelo murino en un abordaje genético y farmacológico, para 
examinar si los cannabinoides actúan a través de los receptores CB1 y/o CB2 modulando la maduración de 
ovocitos. En primer lugar evaluamos cual era la dinámica de expresión de ambos receptores y su localización 
celular durante el reinicio de la meiosis. Nuestros resultados confirman la expresión y localización de ambos 
receptores en los ovocitos inmaduros en estadio de vesícula germinal (GV), lo que convierte al ovocito en 
una posible diana para cannabinoides durante el proceso de maduración. De los dos receptores analizados, 
sólo CB1 tiene un cambio en su dinámica de expresión durante la maduración del ovocitos, disminuye en el 
paso de GV a metafase I (MI) y desaparece en el ovocito madurado en estadio de metafase II (MII). En 
cuanto a la localización celular, solo el receptor CB1 tiene cambios, pasando del núcleo en el estadio GV, 
hacia una ubicación periférica a medida que se dan los eventos característicos del reinicio de la meiosis como 
la fase de ruptura de la vesícula germinal (GVBD), el paso a MI y finalmente el detenimiento en MII donde 
se observa ubicado claramente en la membrana del ovocito, sitio en el que el receptor puede activar la 
maquinaria de las proteínas G, al contrario CB2 permanecio ubicado en el citoplasma y no se detecto ningún 
cambio en la localización durante las diferentes etapas. El receptor CB1 continúa localizado en la membrana 
durante todo el desarrollo embrionario, mientras que para el receptor CB2 no se observan cambios en su 
localización, lo cual indica que los posibles efectos de los cannabinoides deben ser mediados por la unión al 
receptor CB1.   
En segundo lugar hemos utilizado ratones knockouts a CB1 (Cnr1-/-), a CB2 (Cnr2-/-) y dobles 
knockouts Cnr1-/-/Cnr2-/-, para analizar como la ausencia de uno o ambos receptores en el ovocito afectaba 
la maduración tanto en un modelo in vivo como in vitro, y cuáles son sus consecuencias posteriormente en el 
desarrollo embrionario temprano. Nuestros hallazgos sugieren que una de las funciones del CB1 es la de 
regular el proceso de maduración del ovocito, ya que la falta de CB1, pero no de CB2, afecta la competencia 
de los ovocitos y los futuros eventos de fecundación y desarrollo embrionario. Sin embargo, la falta de 
ambos receptores agrava aún más los efectos perjudiciales observados, lo que sugiere que el receptor CB2, 
aunque no participa directamente en la maduración de los ovocitos, sería capaz de compensar parcialmente 
la falta de CB1 en el ovocito. Para analizar el efecto de CB1 y CB2 en la velocidad de desarrollo embrionario, 
se realizaron experimentos donde las hembras de los cuatros genotipos en estudio se aparearon con machos 
WT, observando que los ovocitos Cnr1-/- y Cnr1-/-/Cnr2-/- fecundados con espermatozoides WT, mostraron 
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retraso en el desarrollo embrionario, mientras que los ovocitos WT o Cnr2-/- no producían este fenotipo, lo 
cual sugiere que el retraso se debe a la falta de CB1 pero no a la de CB2 en etapas previas a la fecundación. 
A pesar de la posibilidad descrita por otros autores de que el retraso en el desarrollo se diera por retención 
de los embriones en el oviducto debido al genotipo materno (Paria, et al. 2001, Wang, et al. 2004), nuestros 
resultados muestran un bajo porcentaje de retención oviductal en hembras Cnr1-/- y Cnr2-/- y sólo 
observamos una retención significativa en el genotipo Cnr1-/-/Cnr2-/-, lo que indica que ambos receptores 
son necesarios para un adecuado transporte a nivel oviductal.  
Finalmente, utilizamos compuestos agonistas (HU-210 Y JWH-015) y antagonistas específicos para 
CB1 y CB2 (SR1 y SR2), para analizar cuál es la posible vía de activación y cómo influyen los cannabinoides 
sobre proteínas como AKT y ERK1/2, representativas de las vías PI3K/AKT y MAPK las cuales son 
altamente activas durante la maduración. Nuestros resultados confirman que la vía de activación que ejercen 
los cannabinoides durante la maduración y que afecta el número de embriones que alcanzan el estadio de 
blastocisto se da a través de la activación sólo del receptor CB1, lo que concuerda con los resultados previos 
donde sólo el CB1 tiene un cambio en su dinámica de expresión y localización y sólo aquellos genotipos 
que carecían de CB1 vieron afectado su desarrollo embrionario preimplantacional. Además logramos 
comprobar que la modulación ejercida por los cannabinoides estaría actuando a través de las vías MAPK y 
PI3K/AKT. Por tanto, proponemos que la activación farmacológica de los receptores CB1 durante la 
maduración in vitro (MIV) podría ser una posible estrategia de tratamiento para pacientes que muestran 
infertilidad por trastornos de la ovulación, baja reserva ovárica o pacientes con cáncer en las que se 
criopreserva tejido ovárico previo al tratamiento, donde la MIV se presenta como única opción. En 
conjunto, nuestros resultados muestran que ambos receptores se expresan tanto en el ovocito como en el 
embrión, que la ausencia de CB1 en el ovocito afecta al desarrollo embrionario y que la ausencia de ambos, 
CB1 y CB2, afecta tanto el desarrollo preimplantacional como al transporte embrionario oviductal. Además, 
nuestros resultados demuestran que la modulación ejercida por los cannabinoides en el ovocito, se consigue 
principalmente a través del receptor CB1, que estaría actuando a través de las vías MAPK y PI3K/AKT.   
A pesar de que el modelo murino presenta una dinámica similar al humano en la ubicación de los 
receptores cannabinoides durante la maduración del ovocito, es necesario evaluar otros modelos animales 
que se asemejen más a la especie humana para verificar sus posibles implicaciones en la calidad y viabilidad 
de los embriones producidos. Por esta razón, en el capítulo II elegimos el modelo bovino, modelo muy 
utilizado para la producción in vitro de embriones a partir de ovocitos no sujetos a estimulación hormonal y 
que posee grandes similitudes con la especie humana en cuanto a la fisiología ovárica y los procesos que se 
dan durante las primeras etapas del desarrollo embrionario (Menezo, et al. 2000). En este capítulo quisimos 
probar tanto el agonista sintético HU-210, del cual ya conocemos previamente su modo de actuación en 
ratones, como el fitocannabinoide THC, debido a que es el compuesto cannabinoide de mayor relevancia 
en estudios clínicos y actualmente uno de los que se utiliza tanto en ensayos clínicos como en terapia en 
humanos. Los hallazgos en este modelo reflejan cómo el receptor CB1 muestra cambios en sus dinámicas 
de expresión y localización, similares a ratón y humano, lo que podría estar mostrando que la señalización 
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cannabinoide, principalmente a través de CB1, podría ser un mecanismo conservado en mamíferos durante 
las primeras etapas del reinicio de la meiosis. Observamos que durante la maduración del ovocito bovino, 
la fosforilación de AKT y ERK1/2 se inicia en las células de granulosa que están rodeando al ovocito y con 
el paso del tiempo se va internalizando hacia el ovocito mostrando una respuesta más rápida en la 
fosforilación cuando existía presencia de cannabinoides en el medio de cultivo. Considerando que AKT y 
ERK1/2 están involucradas en otras vías de señalización nos preguntamos si las diferencias en su 
fosforilación por la adición de cannabinoides podrían estar afectando el reinicio de la meiosis, encontrando 
que 2 horas después de ser  madurados con ambos cannabinoides se producía un mayor porcentaje de 
GVBD que en el control, indicando que los cannabinoides favorecían la salida del arresto meiótico. Además, 
después de 12 horas de maduración se observó un mayor porcentaje de ovocitos en el estadio de MII en los 
grupos tratados con cannabinoides. A pesar de los cambios observados en la maduración de los ovocitos 
bajo el efecto de los cannabinoides, el número de embriones producidos no se vio alterado, aunque 
observamos alteración en la expresión en estadio de blastocisto de algunos genes relacionados con calidad 
embrionaria como el interferón tau o la conexina 43. 
 En el tercer capítulo evaluamos el efecto de los cannabinoides en los espermatozoides. Se ha descrito 
la presencia de receptores cannabinoides en espermatozoides de diferentes especies como ratón, humano, 
cerdo y toro (Agirregoitia, et al. 2010, Aquila, et al. 2010, Gervasi, et al. 2009, Maccarrone, et al. 2005) y que 
los cannabinoides pueden afectar la calidad y movilidad de los espermatozoides (Agirregoitia, et al. 2010, 
Morgan, et al. 2012, Rossato, et al. 2005, Whan, et al. 2006). En este capítulo hemos evaluado primeramente 
cuál era la respuesta de los espermatozoides al ser sometidos in vitro, de manera aguda, a un cannabinoide 
exógeno como THC. Nuestros resultados muestran que ningún parámetro relacionado con la motilidad se 
ve afectado al enfrentar a los espermatozoides a concentraciones crecientes de THC que iban de 0 a 100nM. 
En segundo lugar analizamos el efecto in vivo desarrollando un modelo de consumo crónico de THC para 
evaluar la capacidad para fecundar de estos espermatozoides. Para ello se inyectó a ratones una dosis de 
THC de 10mg/kg/día, durante 30 días. Comprobamos como este tratamiento hizo efecto en el ratón ya 
que, como era de esperar, produjo en el cerebro una disminución de CB1, tanto del mRNA como de la 
proteína; además, se produjeron cambios en la cascada de señalización activada por CB1, en particular en la 
fosforilación de AKT y la inhibición en la fosforilación de GSK3-β, demostrando un efecto claro del THC 
en el modelo crónico desarrollado. A nivel reproductivo, los ratones del modelo in vivo mostraron un 
aumento del peso total y relativo del testículo (24%) y del epidídimo (16%). Sin embargo, cuando se evaluó 
la expresión de CB1 en los testículos, no se encontraron diferencias entre animales tratados con THC y el 
grupo control, evidenciando que el THC no estaba afectando la expresión de CB1 de igual forma en el 
testículo que en el SNC. Este resultado se corroboró posteriormente con el análisis histológico de los 
testículos donde los túbulos seminíferos no presentaron daños aparentes a nivel estructural ni en el 
porcentaje de apoptosis. Además el tratamiento no afecto la motilidad espermática ni la producción de 
embriones originados mediante fecundación in vitro, demostrando que en nuestro modelo de consumo 
crónico el THC no afectó la capacidad fecundante de los espermatozoides.
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Cannabinoid signaling is associated with different reproductive events like gametogenesis, 
fertilization, implantation, placentation, pregnancy and parturition (Battista, et al. 2008, Maccarrone 2009). 
There are convincing evidences indicating that cannabinoid receptors CB1 and CB2 are expressed in the 
ovaries, oocytes and spermatozoa of different species like human, rats and mice (Agirregoitia, et al. 2015a, 
Agirregoitia, et al. 2016). However, its function and effects on oocyte maturation and fecundation remain 
unknown. The objectives of this thesis are: first, to analyse the effects of cannabinoids on oocyte maturation 
and their consequences on fecundation and embryo development; second, to identify the signalling 
pathways by which they can act; and third, to analyse the effects of cannabinoids on spermatozoa. 
In the first chapter we used a mouse model from a genetic and pharmacological approach, to 
examine whether cannabinoids act through the CB1 and/or CB2 receptors to modulate oocyte maturation. 
First, we evaluated the expression dynamics of both receptors and their cellular localization during meiosis 
resumption. Our results confirmed the expression and localization of both receptors in immature oocytes 
in germinal vesicle (GV) stage, which points to the oocyte as a possible target for cannabinoids during the 
maturation process. Among both receptors, only CB1 showed dynamic expression changes during oocytes 
maturation, decreasing from GV to metaphase I (MI), and disappearing in the mature oocyte in metaphase 
II (MII) stage. Regarding cellular localization, only CB1 receptor experienced changes, moving from the 
nucleus in GV stage to a peripheral location along meiosis resumption, specifically during the germinal 
vesicle breakdown (GVBD), metaphase I (MI) and finally the arrest in MII, where it is clearly localized in 
the oocyte membrane, being able to activate the G proteins signaling. The CB1 receptor remain localized in 
membrane during the whole embryo development.  On the contrary, CB2 remained localized in the 
cytoplasm during oocyte maturation and whole embryo development. This may indicate that the effects of 
cannabinoids may be mediated by the binding to CB1 receptor.  
 Second, we used Cnr1-/-and Cnr2-/- knockout mice and Cnr1-/-/Cnr2-/- double knockouts mice to 
analyze how the absence of one or of both receptors in the oocyte affected the maturation in vivo and in vitro, 
and which were the consequences in early embryo development. Our findings suggest that one of CB1 
functions is to regulate the oocyte maturation process, since only the absence of CB1, but not of CB2, 
affects oocytes competence, fecundation ability and embryo development. Nevertheless, we observed even 
more harmful effects when both receptors were missing, which suggests that, even though CB2 receptor 
does not participate directly in oocytes maturation, it can partially compensate the lack of CB1 in the oocyte. 
To analyze the involvement of CB1 and CB2 on the speed of embryo development, we performed 
experiments in which females from the four studied genotypes were mated with WT males. We observed 
that Cnr1-/- and Cnr1-/-/Cnr2-/- oocytes fertilized with WT spermatozoa showed delayed embryo 
development, whereas WT or Cnr2-/- oocytes did not produce this phenotype, which suggests that this delay 
is due to the lack of CB1, but not of CB2, in the stages prior to fertilization. Some authors explain that this 
delay in embryo development can be caused by embryo retention in the oviduct due to the maternal 
genotype (Paria, et al. 2001, Wang, et al. 2004). Our results showed a low percentage of oviductal retention 
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for Cnr1-/- and Cnr2-/- females, and only a significant retention in the genotype Cnr1-/-/Cnr2-/-, which indicates 
that both receptors are necessary for an adequate oviductal transport.   
 Ultimately, we used agonist compounds (HU-210 Y JWH-015) and specific antagonists for CB1 
and CB2 (SR1 y SR2), to analyze the possible activation pathways and how cannabinoids influence proteins 
like AKT and ERK1/2, involved in the PI3K/AKT and MAPK pathways, which are active during 
maturation. Our results confirmed that the activation pathway exerted by cannabinoids during maturation, 
which affects the number of embryos reaching the blastocyst stage, is based on the activation of the CB1 
receptor only. This is in agreement with our previous results where only CB1 experiences changes in the 
expression dynamics and localization, and where only genotypes lacking CB1 showed affected 
preimplantation embryo development. Moreover, we verified that the modulation exerted by cannabinoids 
acts through the MAPK and PI3K/AKT pathways. Therefore, we suggest that the pharmacological 
activation of the CB1 receptor during in vitro maturation (MIV) could be a possible treatment strategy for 
patients who show infertility due to ovulation disorders, low ovarian reserve or patients with cancer, for 
which ovarian tissue is cryopreserved prior to treatment, and MIV represents the only option. Altogether, 
our results demonstrate that both receptors are expressed in the oocyte and the embryo. The absence of 
CB1 in the oocyte affects embryo development and the absence of both CB1 and CB2 affects 
preimplantation development and oviductal transport. Furthermore, our results demonstrate that the 
modulation exerted by cannabinoids in the oocyte is mediated mainly by CB1, which could act through the 
MAPK and PI3K/AKT pathways.    
 Even if the mice model shares similarities with the human model regarding the localization of 
cannabinoid receptors during oocyte maturation, it is necessary to evaluate other animal models which are 
more similar to the human model to verify possible consequences on the viability of produced embryos. 
For this reason, in chapter II we chose the bovine model, a frequently used model for in vitro embryo 
production from oocytes not obtained through hormonal stimulation, which is more similar to the human 
species with regards to ovarian physiology and the first stages of embryo development (Menezo, et al. 2000). 
In this chapter we wanted to test the synthetic agonist HU-210, since its way of action in mice is already 
known, and the fitocannabinoid THC, because it is the most relevant cannabinoid compound for clinical 
studies and currently one of those used both in clinical studies and therapy. The findings of this model 
reflect how the CB1 receptor shows changes in its expression dynamics and localization that are similar to 
those observed in mice and humans. This could suggest that cannabinoid signaling, mainly through CB1, 
could be a conserved mechanism in mammals during the first stages of meiosis resumption. We observed 
that during bovine oocyte maturation, AKT and ERK1/2 phosphorylation is initiated in granulosa cells 
which surround the oocyte, and goes inwards over time showing a quickest answer in phosphorylation when 
there are cannabinoids in the culture medium. Given that AKT and ERK1/2 are involved in other signaling 
pathways, we wondered whether differences in their phosphorylation due to the addition of cannabinoids 
could affect meiosis resumption, since we observed that after 2 hours of maturation with both cannabinoids, 
a higher percentage of GVBD appeared in the control group, indicating that cannabinoids fostered meiosis 
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resumption. Moreover, after 12 hours of maturation, we observed a higher percentage of oocytes in MII 
stage in those groups treated with cannabinoids. The percentages of embryo production were not altered, 
although at the blastocyst stage we observed changes in the expression of some genes related to embryo 
quality, such as interferon or connexin 43. 
 In the third chapter, we evaluated the effect of cannabinoids on spermatozoa. The presence of 
cannabinoid receptors in spermatozoa has been described in different species such as mice, human, pig and 
bull (Agirregoitia, et al. 2010, Aquila, et al. 2010, Gervasi, et al. 2009, Maccarrone, et al. 2005), along with 
the effect of cannabinoids on the quality and mobility of spermatozoa (Agirregoitia, et al. 2010, Morgan, et 
al. 2012, Rossato, et al. 2005, Whan, et al. 2006). In this chapter, we first evaluated the response of 
spermatozoa exposed in vitro to an exogenous cannabinoid like THC. Spermatozoa were exposed to 
increasing concentrations of THC ranging from 0 to 10 nM. Our results show that mobility parameters were 
not affected. Next, we developed an in vivo model of chronic THC consumption to evaluate the capacity of 
fertilization of the spermatozoa. To this end, mice were treated with 10mg/kg/day of THC during 30 days. 
We verified that this treatment had the expected effect of reducing both CB1 mRNA and protein in the 
brain. Moreover, the signaling cascade activated by CB1 was modified, especially the AKT phosphorylation 
and the inhibition of GSK3-β phosphorylation, which demonstrated the effect of THC on our model of 
chronic exposure. Regarding reproduction, in in vivo mice model, the total and relative testicle and epididymis 
weights increased (24% and 16%) Respectively). However, when we evaluated CB1 expression in testicles, 
we did not find significant differences between THC-treated animals and the control group, which 
demonstrates that THC was not affecting CB1 expression in testicles in the same way that it did in Central 
Nervous System (CNS).  This result was subsequently corroborated by histological analysis in the testicles, 
as neither visible structural damages, nor an increase in the apoptosis percentage, were observed in the 
seminiferous tubules. Furthermore, the treatment did not affect the spermatic mobility nor the production 
of embryos from in vitro fertilization, which shows that, in our model, the chronic consumption of THC did 
not alter the fertilization capacity of spermatozoa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
  
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Revisión Bibliográfica 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Revisión Bibliográfica  
 
3 
 
1.1 Cannabis: el constante debate entre droga o medicina  
1.1.1 Consumo de Cannabis a nivel mundial 
El consumo de cannabis ocupa el tercer lugar como droga recreacional a nivel mundial después del 
alcohol y el tabaco (Figura 1.1). El Informe Mundial sobre el consumo de drogas de 2014 realizado por 
UNODC, revela que entre 125 millones a 227 millones de personas utilizan cannabis, lo que corresponde a 
una cifra del 2,7% al 4,9% de la población mundial con edades comprendidas entre de 15 a 64 años. África 
occidental y central, América del Norte, Oceanía y, en menor medida, Europa occidental y central siguen 
siendo las regiones con tasas de prevalencia mucho más altas que la media mundial. Países como Islandia 
superan la media con un consumo de 18%, seguido por países como Estados Unidos con 15% y Canadá 
con 12% y, a nivel europeo, España encabeza la lista con un 9,6% seguido por Francia 8,4% y Alemania 
con 4,5%. Pero dentro de este consumo se enmarca también el uso a nivel medicinal y clínico.  
 
Figura 1.1: Consumo mundial de cannabis. El mapa muestra la prevalencia del consumo de cannabis en todo el mundo en la 
última década. Los colores más oscuros indican los niveles más altos de consumo de cannabis y el color más oscuro indica que > 
8% de la población ha utilizado durante el año anterior cannabis. Las áreas grises indican los países para los que los datos no estaban 
disponibles; zonas amarillas indican los países para los que el grado de consumo de cannabis es desconocido. Figura adaptada de 
(Murray, et al. 2007), con actualizados del 2014 de la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito. 
1.1.2 Legalización  
A nivel mundial cada país cuenta con sus propias leyes concernientes al cultivo, posesión, venta y 
consumo del cannabis (Figura 1.2). Los productos no psicoactivos (por ejemplo, fibra y semillas) son legales 
en muchos países y en ellos las autoridades pueden dar licencia para el cultivo orientado a dichos fines. Por 
el contrario, el uso de la planta como droga con efecto psicoactivo sigue manteniéndola como una sustancia 
controlada e ilegal en casi todo el mundo.  Sin embargo en la última década se han dado grandes cambios 
en el diseño de las leyes para legalizar el cannabis o disminuir las sanciones asociadas al uso y la posesión en 
todo el mundo (Cressey 2015). Esto ha permitido trasladar la venta desde los callejones a las fachadas de las 
tiendas modernas bajo la vista y control de las autoridades. 
En 2013, Uruguay se convirtió en el primer país en legalizar el cultivo y venta de marihuana y 
permitir el consumo tanto lúdico como terapéutico (Room 2014). En Estados Unidos 25 estados han 
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legalizado su uso medicinal y 4 el uso lúdico. En el caso de Europa los Países Bajos es el único sitio hasta 
ahora donde se permite legalmente la venta de marihuana y sus derivados en locales con licencia 
denominados “coffee shops”. En el caso de España la venta y transporte de cualquier cantidad de cannabis 
es un delito, castigado con penas de cárcel. El consumo y el cultivo en espacio privado es legal, este último 
debido a un vacío legal. En cuanto a su uso medicinal, no está legalizado pero se ha permitido la creación 
de cerca de 500 "clubes de cannabis" privados bajo control, 200 de ellos en Barcelona, donde existe tanto 
la figura del consumidor lúdico como terapéutico (Oró 2015).   
 
Figura 1.2: Estado actual de la legalización del cannabis a nivel mundial. El mapa muestra la legalización hasta la fecha tanto 
para el uso terapéutico como lúdico según las leyes de cada país.  
Tomado de: Legalidad del cannabis por país. Un resumen visual de las leyes médicas y recreativas de cannabis en todo el mundo 
https://en.wikipedia.org/wiki/Legality_of_cannabis_by_country 
1.1.3 Uso terapéutico vs uso lúdico 
A pesar de que cada vez más países están empezando a aliviar las restricciones sobre el uso 
recreativo de la marihuana, lo que realmente ha permitido el cambio en la percepción del público y en el 
panorama legal han sido los argumentos sobre su uso médico en la última década (Cressey 2015).  
El consumo lúdico generalmente va asociado al consumo de inflorescencias secas de la planta 
Cannabis sativa, mientras que el consumo terapéutico incluye tanto el consumo de la planta en forma 
tradicional o mediante inhalación por vaporizaciones, como un rango de diferentes productos que contienen 
los principios activos fundamentalmente Δ9-tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD) y en menor 
cantidad el cannabinol, el Δ9-tetrahidrocannabinol ácido y el Δ8-tetrahidrocannabinol (Kowal, et al. 2016). 
Actualmente existen medicamentos autorizados que contienen cannabinoides y que están disponibles para 
prescripción médica en alguno países, una muestra de ellos son: Marinol®: Cápsulas de THC sintético 
(dronabinol) disuelto en aceite de sésamo. Sativex®: Aerosol que contiene un extracto estandarizado de 
cannabis (THC: CBD 1:1 y 5% de otros cannabinoides). Cesamet®: Cápsulas de un análogo sintético del 
THC (nabilona). En el caso del Sativex®, ya cuenta con licencia de uso para el dolor en pacientes de 
esclerosis múltiple (Feliú, et al. 2015). 
 
La prescripción para el uso de estos medicamentos normalmente se realiza como tratamiento 
adicional para la mejoría de los síntomas de pacientes que frente a la patología tratada no han respondido 
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de forma adecuada a otros medicamentos y que han mostrado una mejoría clínicamente significativa durante 
un período inicial de prueba del tratamiento. Algunos ejemplos son el uso en esclerosis múltiple para 
espasmos y convulsiones musculares. En enfermedad de Parkinson, Alzhéimer y epilepsia infantil. También 
se han utilizado como antieméticos en pacientes con cáncer o VIH para paliar los efectos secundaros de la 
quimioterapia, en el tratamiento de dolores crónicos de origen nervioso, en enfermedades a nivel digestivo 
como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa (Gerich, et al. 2015).  Hay que recordar que el cannabis 
no juega ningún papel en la curación de estas enfermedades si no que ayuda a aliviar sus síntomas. 
Muchos consumidores habituales han aprovechado el debate sobre  el uso terapéutico para 
argumentar el consumo de la sustancia fuera del ámbito paliativo, defendiendo que se permita su libre 
consumo debido a  su inocuidad y atoxicidad, lo que también tiende a aumentar los números de consumo. 
Y a pesar de que los debates son totalmente distintos sobre su uso terapéutico o lúdico,  la realidad es que 
actualmente se hace más imperativa la necesidad de conocer los efectos del Cannabis en nuestro cuerpo, para 
poder abordar los posibles usos y consecuencias que tenga su consumo.  
Por esta razón describiremos a continuación todo lo que compete a los cannabinoides, su modo de 
acción y la manera en que funcionan en nuestro cuerpo y algunas de las vías que activan. 
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1.2 Sistema Cannabinoide 
1.2.1 Perspectiva histórica  
La planta del cáñamo (Cannabis sativa), también conocida popularmente como marihuana, se 
considera originaria de Asia Central, aunque en la actualidad se describen tres variedades geográficas 
principales, Cannabis Sativa (Europa y Asia Central), Cannabis Indica (Sur de Asia, África y América del Sur) 
y Cannabis Ruderalis (Asia Central) y, aunque cada variedad contiene los principios activos, estos pueden 
variar en la composición y cantidad. (Figura 1.3) 
 
 
Históricamente la planta ha sido utilizada en diversas culturas con múltiples fines tales como 
procesos industriales, como la producción de aceite y fibras de cáñamo, rituales religiosos y sociales, droga 
recreacional y en gran medida debido a sus propiedades curativas. El uso medicinal de la planta se remonta 
por lo menos 4.000 años (Mechoulam 1986). En China, un tratado médico titulado “Nei Ching” que data 
de alrededor de 2600 a.C, recomienda su uso para aliviar los síntomas de la malaria, estreñimiento, dolores 
reumáticos y dismenorrea (Li 1973). Igualmente, la primera referencia de sus efectos alucinógenos es 
reportada por los chinos en el mismo tratado donde se describe “Si se toma en exceso producirá visiones de 
demonios…” (Li 1978).  Aunque en China se reportan sus primeros usos como medicina, fue en India donde 
realmente se expandió su uso religioso y medicinal alrededor de 1000 a.C, para funciones innumerables, 
tales como: analgésicos, anticonvulsivos, hipnóticos, tranquilizantes, anestésico, antiinflamatorio, 
antiespasmódicos, digestivo, estimulante del apetito, y expectorante (Frankhauser 2002, Touw 1981). 
La introducción efectiva de cannabis en la medicina occidental se produjo a mediados del siglo XIX 
a través de los trabajos de Willian B. O'Shaughnessy, un médico irlandés que sirvió en la India con los 
británicos durante varios años donde conoció la planta y sus usos. A su regreso en 1839, publicó la obra: 
Figura 1.3: Principales variedades de Cannabis. (Cressey 2015) 
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"Sobre los preparativos del cáñamo de la India, o gunjah” (O'Shaughnessy 1843), donde se describen varios 
experimentos humanos que tuvieron éxito utilizando preparaciones de cannabis para tratar el reumatismo, 
convulsiones y sobre todo para los espasmos musculares (Frankhauser 2002, Mikuriya 1969). Otra influencia 
importante fue la de Jacques-Joseph Moreau, un psiquiatra francés que utilizo preparados de marihuana para 
ver sus efectos en la capacidad mental y lo describió como un poderoso método para investigar el origen de 
las enfermedades mentales (Moreau 1845). Las contribuciones de O'Shaughnessy y Moreau tuvieron un 
gran impacto en la medicina occidental y permitieron que el uso médico de la droga se extendiera desde 
Inglaterra y Francia hacia toda Europa y América del Norte. 
El punto culminante del uso médico del cannabis por la medicina occidental se produjo a finales 
del siglo XIX y principios del siglo XX cuando varios laboratorios se interesan por comercializar extractos 
de cannabis o tinturas, tales como Merck (Alemania), Burroughs-Wellcome (Inglaterra), Bristol Meyers 
Squibb, Parke-Davis y Eli Lilly (Estados Unidos) (Frankhauser 2002). En ese momento, el principio activo 
del cannabis aún no había sido aislado y el uso de estas tinturas dependía de diversos factores tales como el 
origen, la edad, y el modo de preparación, por lo cual los efectos de su administración no eran replicables y 
eran difíciles de estudiar. Sumado a esto, muchas restricciones legales limitaron su uso, como la creación en 
1937 del impuesto a la marihuana y la eliminación en 1942 de la farmacopea de Estados Unidos (Murray, et 
al. 2007). Más tarde, en 1961, 60 naciones firman en una Convención de Drogas, un tratado que se 
compromete a acabar con el consumo de cannabis dentro de los 25 años siguientes, lo que daba casi por 
terminado su interés y uso a nivel de investigación. A pesar de ello algunos investigadores continuaron con 
sus trabajos y en 1964 Gaoni y Mechoulam revelan la estructura química del Δ9-tetrahidrocannabinol 
(THC), lo que contribuyó a la proliferación de estudios sobre los componentes activos de cannabis (Gaoni 
and Mechoulam 1964) y abrió una nueva era para la investigación de la planta y sus compuestos llamados 
cannabinoides. 
1.2.2 Cannabinoides 
Los cannabinoides son compuestos lipofílicos de bajo peso molecular, extraídos originalmente de 
la planta Cannabis Sativa, la cual contiene más de 66 compuestos clasificados dentro de este grupo (ElSohly 
2002). Las investigaciones con cannabinoides no empezaron a tomar fuerza hasta el descubrimiento en 1964 
del mayor componente psicoactivo de la planta Cannabis el Δ9-tetrahidrocannabinol (THC) (Mechoulam and 
Gaoni 1965). Durante mucho tiempo se pensó que los cannabinoides como el THC mediaban sus efectos 
mediante la alteración de la fluidez de las membranas celulares debido a su carácter altamente lipofílicos 
(Lawrence and Gill 1975).  
A mediados de los 80 numerosas observaciones sugerían que el THC podría estar actuando a través 
de receptores específicos, hasta que en los trabajos de Howlett y su grupo se identificó por primera vez el 
receptor, al que llamaron receptor cannabinoide tipo 1 (CB1, posteriormente denominado CNB1) (Howlett 
and Fleming 1984), unos años más tarde el receptor finalmente fue caracterizado y se describió su ubicación 
principalmente en sistema nervioso central (SNC) (Devane, et al. 1988, Matsuda, et al. 1990). Tomando 
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como base la homología en las secuencias se caracterizó el receptor cannabinoide tipo 2 (CB2, 
posteriormente denominado CNR2) que se encontraba fundamentalmente a nivel periférico y en el sistema 
inmune (Munro, et al. 1993).  
Con el conocimiento de la presencia de los receptores se centró la búsqueda en compuestos 
endógenos que se unieran a éstos, así se llegó al descubrimiento de los endocannabinoides (ECs). El primero 
en identificarse fue la N-araquidoniletanolamina, también conocida como anandamida (AEA) (Devane, et 
al. 1992). El segundo en ser descubierto fue el 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Mechoulam, et al. 1995), ambos 
compuestos son derivados del ácido araquidónico y son producidos bajo demanda en el momento que la 
célula los necesita.   
1.2.3 Receptores cannabinoides (CBR) 
CB1 y CB2 son receptores pertenecientes a la familia de los receptores unidos a proteínas G 
(GPCRs) que se caracterizan por contar con siete dominios transmembranales y estar acoplados 
principalmente a  subtipos Gαi/o de proteína G (Howlett, et al. 2002). Ambos receptores muestran una alta 
identidad de secuencia, 44% en total y un 68% en las regiones transmembranales (Munro, et al. 1993), 
aunque varían en su distribución y localización como se explicará más adelante. Adicionalmente se ha 
aceptado que otros receptores puedan tener actividad cannabinoide, entre ellos el receptor de potencial 
transitorio V1 (TRPV1) (Pertwee, et al. 2010) y el receptor huérfano GPR55 acoplado a proteína G, al que 
algunos autores han propuesto denominar “CB3” (Ross 2009).  
1.2.3.1 Receptor cannabinoide tipo 1 (CB1 o CNR1)  
CB1 contiene 472 aminoácidos y se encuentra altamente conservado entre diferentes especies de 
mamíferos. Por ejemplo existe un 97% de identidad de secuencia entre el receptor humano, ratón y rata 
(McPartland, et al. 2006). CB1 es el receptor acoplado a proteína G más abundante en el SNC de mamíferos, 
están presentes particularmente en altos niveles en regiones como el hipocampo, cerebelo, amígdala o tronco 
cerebral (Herkenham, et al. 1991) distribuidos en distintos tipos celulares como neuronas (Herkenham, et 
al. 1990), astrocitos (Sánchez, et al. 1998), oligodendrocitos (Molina-Holgado, et al. 2002) y microglía 
(Cabral, et al. 2002), donde se encarga de mediar la liberación de varios neurotransmisores excitatorios e 
inhibitorios que afectan funciones cognitivas, motoras, metabólicas y de memoria (Howlett, et al. 2002, 
Szabo and Schlicker 2005). Igualmente, se ha descrito a nivel periférico un nivel de expresión más bajo pero 
funcionalmente relevante, en tejidos tales como intestino (Carlo and Izzo 2003), tejido adiposo (Cota, et al. 
2003), retina (Buckley, et al. 1997), hígado (Osei-Hyiaman, et al. 2005), endotelio vascular (Jie, et al. 2000), 
bazo, pulmones, médula ósea, amígdalas, corazón, próstata, útero, ovario, espermatozoides y ovocitos 
(Cacciola, et al. 2008, El-Talatini, et al. 2009a, Galiegue, et al. 1995, Peralta, et al. 2011, Rossato, et al. 2005).  
1.2.3.2 Receptor cannabinoide tipo 2 (CB2 o CNR2)  
Revisión Bibliográfica  
 
9 
 
CB2 cuenta con 360 aminoácidos y se encuentra menos conservado que CB1 entre las diferentes 
especies; existe una identidad entre rata y humano de un 81% (Munro, et al. 1993, Shire, et al. 1996) y del 
93% entre rata y ratón (McPartland, et al. 2006), esto sugiere que CB2 sufrió menos presión evolutiva para 
conservar su secuencia que CB1. En cuanto a su distribución, varía ampliamente del receptor CB1 ya que, 
a nivel de sistema nervioso central, CB2 se expresa en determinadas subpoblaciones de neuronas de cerebelo 
(Ashton, et al. 2006, Skaper, et al. 1996) y tronco cerebral (Ashton, et al. 2006) mientras que en tejidos 
periféricos es donde presenta los mayores niveles de expresión, fundamentalmente en bazo, amígdalas y a 
nivel de sistema inmune en células B y T, monocitos y células dendríticas  (Galiegue, et al. 1995, Schatz, et 
al. 1997) así como en retina (Croxford and Yamamura 2005) y en endotelio vascular (Blázquez, et al. 2003, 
Golech, et al. 2004).  
Cuando, en respuesta a un estímulo, se produce una acumulación de calcio citoplasmático, se 
activaría la maquinaria de síntesis de endocannabinoides, aumentando así la generación de estos compuestos. 
La síntesis de AEA tiene lugar por la acción secuencial de dos enzimas dependientes de calcio. Una N-
aciltransferasa (NAT) y N-acilfofatiletanolamina-especifica de fosfolipasa D (NAPE-PLD) (Di Marzo, et al. 
1994, Maccarrone, et al. 2015). En contraste las diacilglicerol lipasa (DAGL) α/β son las responsables de la 
síntesis de 2-AG (Maccarrone, et al. 2015). Una vez generados, estos lípidos pueden: (i) unirse a receptores 
específicos o (ii) ser recaptados y degradados. La degradación de los endocannabinoides se lleva a cabo 
mayoritariamente por dos enzimas: la amidohidrolasa de ácidos grasos (FAAH) para la anandamida (Giang 
y Cravatt, 1997, Cravatt et al., 2001) y la monoacilglicerol lipasa (MGL) para el 2-AG (Dinh et al., 2002).  
Actualmente se conoce a los receptores, los ligandos endógenos y las moléculas implicadas en su 
síntesis, recaptación y degradación como Sistema Cannabinoide Endogeno (SCE).  Se ha demostrado la 
implicación del SCE en una amplia gama de enfermedades y condiciones patológicas, que van desde 
trastornos neuronales, ansiedad, dolor neuropático, esclerosis múltiple, diversos tipos de cáncer, la 
aterosclerosis, hipertensión, glaucoma, y la osteoporosis, por nombrar sólo unos pocos (Pacher, et al. 2006), 
así como su función reguladora en diversos procesos a nivel neuronal, cardiovascular, gastrointestinal, 
inmunológico, muscular, óseo y reproductivo (Maccarrone, et al. 2015).   
1.2.4 Cannabinoides exógenos, naturales y sintéticos 
Existen numerosos compuestos exógenos naturales o sintéticos con actividad y afinidad por el 
sistema cannabinoide y que comparten propiedades y efectos a los descritos para los endocannabinoides 
anandamida y 2-AG que forman el grupo de los eicosanoides. Todos los demás compuestos que no son 
endógenos se dividen en tres grupos i) cannabinoides clásicos, ii) cannabinoides no clásicos, iii) aminoalquilindoles. 
 
Entre los cannabinoides clásicos, encontramos aquellos derivados principalmente de la planta Cannabis 
sativa también conocidos como fitocannabinoides. En este grupo destacan el Δ9-tetrahidrocannabinol 
(THC), Δ8-tetrahidrocannabinol, cannabinol (CBN), cannabidiol (CBD), cannabigerol (CBG), 
cannabicromeno, cannabiciclol entre otros (Figura 1.4).  Las cantidades relativas de cada compuesto dentro 
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de la planta varían según las condiciones de crecimiento como humedad, temperatura, cantidad de 
nutrientes, horas de luz o condiciones de almacenamiento (Marzo and Petrocellis 2006). También dentro de 
este grupo se encuentran los análogos sintéticos creados tomando como base la estructura de algún 
fitocannabinoide, como es el caso del HU-210, CP-55,940, JWH-015 y la nabilona (Figura 1.4). En algunos 
casos, estos cannabinoides sintéticos presentan unas características farmacocinéticas, de selectividad y de 
afinidad intrínseca por uno o ambos receptores cannabinoides que les confieren un interesante potencial 
terapéutico (Howlett, et al. 2002). Así por ejemplo el Δ9-THC como principal fitocannabinoide con efecto 
psicoactivo presenta una constante de afinidad (Ki) ~ 30-60 nM por ambos receptores (Marzo and 
Petrocellis 2006, Onaivi, et al. 2002), mientras que su homologo sintético HU-210 es  mucho más potente 
con una Ki=0.061 nM para CB1 y 0.52 nM para CB2, y genera el mismo efecto psicoactivo (Pertwee 2006). 
Con el objetivo de mejorar la especificidad y la afinidad, también se han modificado como es el caso de 
JWH-015 selectivo solo para CB2. 
 
El segundo grupo, el de los cannabinoides no clásicos, fue desarrollado por el equipo de investigación 
de Pfizer en los 1970. Son bastante similares en estructura al grupo anterior y consisten principalmente en 
análogos del ∆9-THC bicíclicos y tricíclicos sin el anillo pirano; algunos ejemplos son el CP55940, el 
CP55244, el CP50556 (Fattore and Fratta 2011, Pertwee 1997). El tercer grupo, el de los aminoalquilindoles, 
engloba compuestos que son estructuralmente muy diferentes de los dos grupos anteriores y el prototipo 
de este grupo es el WIN55212-2 con alta afinidad por receptores CB1 y CB2. Además podría interaccionar 
con otros receptores no identificados (Pertwee 1997). La gran variedad de agonistas que se pueden encontrar 
dependiendo de sus diversas características a nivel de afinidad, potencia, especificidad y activación selectiva, 
permite un amplio uso en diferentes campos de investigación.   
 
1.2.5 Antagonistas selectivos para receptores cannabinoides 
Los estudios de estructura-actividad de los compuestos que ejercen su acción sobre los receptores 
cannabinoides también han permitido el desarrollo de antagonistas selectivos para bloquear la señalación de 
cada uno de ellos. El primero en ser desarrollado fue el SR141716A también conocido como Rimonabant 
(Rinaldi-Carmona, et al. 1994), éste muestra una marcada selectividad por los receptores CB1, tanto a nivel 
in vivo como in vitro se ha demostrado que puede prevenir o revertir los efectos mediados por agonistas CB1 
(Howlett, et al. 2002, Pertwee 2005). En cuanto a los antagonistas selectivos para CB2 el SR144528 es uno 
de los más notables, se une con alta afinidad a los receptores CB2 (Rinaldi-Carmona, et al. 1998), además 
puede comportarse como agonista inverso lo que significa que puede por sí mismo producir efectos 
cannabimiméticos inversos a través de los receptores CB2. (Figura 1.4).    
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1.2.6 Señalización mediada por los receptores cannabinoides  
1.2.6.1 Los receptores cannabinoides actúan a través de proteínas G 
El modo en que los ligandos cannabinoides se unen a sus receptores representa un área de estudio 
de gran importancia dado que puede contribuir a la mejora del diseño de agonistas y antagonistas 
cannabinoides. Con los datos actuales se postula que estos compuestos se unen a sus receptores mediante 
su inserción y difusión lateral dentro de la bicapa lipídica  (Figura 1.5) .Uno de los factores más importantes 
en ese proceso parece ser la localización de los grupos polares de estos ligandos cannabinérgicos. Se ha 
descrito que cambios de posición de estos grupos en las moléculas pueden alterar su conformación, 
localización y orientación en la bicapa, modulando así su actividad biológica (Makriyannis, et al. 2005). 
1.2.6.1 Los receptores cannabinoides actúan a través de proteínas G 
Las proteínas G heterotriméricas comprenden una subunidad alfa (Gα) (determinante en la 
activación de señales intracelulares en vías de señalización vinculadas típicamente a la activación por un 
GPCR) y una subunidad compuesta por el dímero beta-gamma (Gβγ) (capaz de activar algunas vías de 
señalización de manera más específica). En condiciones basales la subunidad α está unida a GDP y 
estrechamente asociada con el dímero βγ. Sin embargo, cualquier GPCR induce el intercambio de GDP por 
GTP en la subunidad α causando su disociación del dímero βγ (Howlett 2004). 
 
Los CBR se asocian principalmente a proteínas G inhibidoras (Gi) y se ha demostrado que la unión 
del cannabinoide estabiliza al receptor en una conformación activa, permitiendo el contacto entre los 
 
 
Figura 1.4: Estructura química y constantes de 
afinidad (Ki) para algunos compuestos 
cannabinoides.  (Pertwee 2008, Pertwee 2005) 
 
Figura 1.5: Modelo de unión de los cannabinoides a 
sus receptores. El ligando se integra en la bicapa 
lipídica y, mediante difusión lateral, se une a la 
proteína heptahelicoidal.  
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dominios intracelulares del receptor y la subunidad α de la proteína G. Esta interacción cataliza el recambio 
de GDP por GTP en la subunidad Gαi y permite la disociación del heterodímero Gβγ.  Por otro lado, los 
dímeros βγ pueden activar diferentes cascadas de señalización como la de fosfatidilinositol-3 quinasa 
(PI3K)-AKT, las MAPK y la Jun N-terminal quinasa (JNK) (Herrera, et al. 2006, Jie, et al. 2000, Rueda, et 
al. 2000). Se ha descrito que los CBR pueden asociarse también en menor medida, a proteínas G 
estimuladoras (Gs), así como a Gq y G13 (Bonhaus et al., 1998, Lauckner et al., 2005).  En un trabajo reciente 
se ha encontrado que los CBR son capaces de estimular de manera significativa no sólo las subunidades 
inhibidoras Gi clásicas, sino también otras subunidades G como Gαz, Gαq/11, y G12/13. Además, el patrón 
específico de la activación de la subunidad de la proteína G es diferente dependiendo de si el ligando es 
THC, WIN55212 o ACEA (análogo sintético de la anandamida) (Ibarra-Lecue, et al. 2015). 
 
1.2.7 Los receptores cannabinoides median la inhibición de la producción de AMPc, 
principalmente a través de CB1 
Tanto CB1 como CB2 se han asociado a la inhibición de la producción de adenosín monofosfato 
cíclico (AMPc) (Glass and Northup 1999). Se ha descrito que después de la activación del receptor y la 
disociación, Gαi puede unirse con su efector la adenilato ciclasa (AC), lo cual conlleva a una reducción en 
los niveles de AMPc, esta disminución también causa la activación de la proteína quinasa A (PKA), que 
requiere cAMP con el fin de disociarse de su subunidad auto-inhibitoria (Francis, et al. 2002). Ambos CBR 
tienen afinidad muy similares por proteínas G inhibitorias; sin embargo, las señales intracelulares que se 
desencadenan pueden variar dependiendo de si se activa CB1 o CB2. Estas diferencias se han mostrado 
mediante el uso de la toxina pertussis, el agente biológico que causa la tosferina y cuyo mecanismo de acción 
afecta el funcionamiento de los GPCRs. Esta toxina impide que la proteína G interactúe con el receptor, 
evitando la disociación de la subunidades, lo que conlleva a una falta en la inhibición de AC y por ende una 
acumulación de los niveles intracelulares de AMPc (Jakobs, et al. 1984). Utilizando esta PT se ha visto como 
un efecto estimulador de CB1 produce una acumulación de AMPc por la ausencia de una Gαi. En contraste 
con el receptor CB1, las estimulación de CB2 bajo el tratamiento con PT, no muestra efectos en la 
acumulación de AMPc (Glass and Felder 1997). Lo anteriormente expuesto indica que a pesar de que CB1 
y CB2 estén catalogados como GPCRs y estén asociados a los mismos mecanismos de señalización como 
lo son las proteínas G inhibitorias, tienen una capacidad de señalización interna variada dependiendo de 
cuál de los dos sea estimulado. 
 
1.2.8 Interacciones del receptor CB1 con la vía de las MAPKs 
La familia de las proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAPKs) participa en vías que se 
encargan de la transmisión de estímulos extracelulares a respuestas intracelulares. Las MAPKs 
coordinadamente regulan funciones a nivel de la proliferación celular, la diferenciación, la motilidad y la 
supervivencia (Roux and Blenis 2004). Dentro de la familia, una de las proteínas más destacadas es la 
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proteína quinasa p42/p44 MAPK, también conocida como quinasa reguladora de señales extracelulares 
(ERK1/2).  
 
En previos estudios se ha demostrado que ERK1/2 es fosforilada a través de proteínas G en 
respuesta a la estimulación del receptor CB1 en diversos tipos celulares como fibroblastos, astrocitos y 
células de glioma (Bouaboula, et al. 1995, Guzmán and Sánchez 1999, Sánchez, et al. 1998). Uno de los 
mecanismos propuesto para esta activación de ERK1/2 por CBR es la activación por medio del dímero 
Gβγ que activa la PI3K, la cual en su forma activa se encarga de fosforilar fosfolípidos de membrana para 
reclutar y activar a la proteína quinasa B (PKB, también conocido como AKT) el cual es el objetivo principal 
de la vía de señalización de PI3K.  
 
En varios estudios que utilizan una combinación de estimuladores de los CBR e inhibidores 
farmacológicos de PI3K, se ha demostrado la participación de la vía PI3K al verse afectada la posterior 
activación de AKT (Galve-Roperh, et al. 2002, Sánchez, et al. 2003). Sin embargo, la activación de la vía 
PI3K/AKT no siempre depende de que en primer lugar se active ERK1/2 y puede ser específico del tipo 
de célula. Por ejemplo, se ha demostrado que la estimulación de CB2 en la línea de células de leucemia 
promielocítica humana HL60, activa la fosforilación de ERK 1/2, pero no la vía PI3K/AKT (Kobayashi, 
et al. 2001). Por el contrario se requiere la activación de ERK 1/2  para la activación de PI3K y AKT, al 
estimular CB1 o CB2 en células PC-3 que provienen de cáncer de próstata (Sánchez, et al. 2003). 
Curiosamente, Molina-Holgado y colaboradores han demostrado que la activación de la vía PI3K/AKT en 
neuronas corticales primarias no dio lugar a la concomitante activación de las ERK 1/2 (Molina-Holgado, 
et al. 2005). Por lo tanto, es evidente que la activación de la vía PI3K/AKT no está siempre inducida por la 
activación de ERK1/2, ni que la activación de ERK 1/2 sea siempre un común denominador al activar los 
CBR; se debe tener en cuenta que el tipo celular, el estímulo y la activación de CB1, CB2 o ambos receptores 
influirán en la respuesta de su señalización. Se ha sugerido que la estimulación de CB1 conlleva a la activación 
de PKA a través de la activación de ERK1/2 (Bouaboula, et al. 1995), esto es importante ya que PKA está 
involucrada en procesos de reactivación del ciclo celular como sucede durante el reinicio de la meiosis en 
ovocitos. Sin embargo existen pocos datos que describan cómo se comportan estas vías de señalización y 
estimulación en ovocitos mamíferos.  
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1.3 El ovocito: maquinaria compleja para garantizar el origen de la 
vida 
1.3.1  Foliculogénesis y desarrollo de la competencia del ovocito 
Un ovocito competente se define como aquel que puede reiniciar la meiosis, ser fecundado, 
desarrollar un embrión viable con capacidad de implantarse y dar lugar a un individuo fértil para continuar 
con el mantenimiento de la especie (Duranthon and Renard 2001). Sin embargo, debido a que la maduración 
y fecundación de ovocitos in vitro se ha logrado con éxito en muchas especies, este concepto normalmente 
se asocia con aquellos ovocitos que completan las etapas finales de la maduración y que son capaces de ser 
fecundados y sustentar el desarrollo embrionario temprano.  
Para comprender las relaciones intracelulares y moleculares de la maduración del ovocito y la 
adquisición de la competencia, es necesario abordar previamente la dinámica del crecimiento folicular.  La 
complejidad de la foliculogénesis ha puesto en evidencia que el proceso de maduración del ovocito es 
complejo e involucra procesos como la síntesis y acumulación de ARN y proteínas, el reordenamiento de 
orgánulos y componentes citoplasmáticos, cambios en la configuración de la cromatina, además del reinicio 
de la meiosis (Fair 2003, Fulka, et al. 1998, Sanchez and Smitz 2012). Todos estos procesos están regulados 
por la comunicación entre los diferentes componentes que forman el folículo, como son el ovocito, las 
células del cúmulos, granulosa, teca y el fluido folicular (Kalinowski, et al. 2004, Nilsson and Skinner 2001) 
y controlados a nivel endocrino por cambios en las concentraciones de hormonas y factores de crecimiento 
dentro del ambiente folicular (Hsueh, et al. 2014, Sanchez and Smitz 2012).  
Las hembras mamíferas al nacer tienen un número finito de folículos primordiales detenidos en la 
fase de diplotene de la profase I que están rodeados de células foliculares planas. Con la edad y tras la 
manifestación de cada ciclo estral, la reserva de folículos disminuye en cantidad y calidad, determinando una 
edad reproductiva para los mamíferos (Broekmans, et al. 2007). Por ejemplo, una mujer ovula menos de 
500 ovocitos a lo largo de su vida reproductiva, pero una niña tiene unos 300.000-400.000 ovocitos en el 
momento del nacimiento (Block 1953, Forabosco, et al. 1991, Hansen, et al. 2008). Por lo tanto, en términos 
generales, sólo 1 de cada 1.600 folículos primordiales completa el proceso de foliculogénesis y llega a la 
ovulación. 
Al llegar a la pubertad los folículos son llamados a crecer y deben progresar a través de todas las 
fases de desarrollo folicular: folículo primordial, primario, secundario, preantral, antral, dominante y 
ovulatorio (Fair 2003). En humanos, el proceso completo desde el estadio inicial de folículo primordial a 
folículo preovulatorio requiere más de 6 meses. En roedores, la duración de la foliculogénesis es mucho más 
corta que en humano. El tiempo requerido entre el reclutamiento de folículos primordiales y su crecimiento 
hasta folículos secundarios es aproximadamente de 30 días. Por lo tanto, se requieren 28 días para llegar a 
la formación temprana del antro folicular. Una vez en esta etapa, los folículos son sensibles a las hormonas 
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y serán reclutados en el siguiente ciclo estral convirtiéndose en folículos preovulatorios en tan solo  2-3 días 
(McGee and Hsueh 2000). Durante el curso de la foliculogénesis, el ovocito obtendrá gradual y 
secuencialmente la maquinaria citoplasmática y molecular necesaria para ser competente y soportar el 
desarrollo embrionario temprano (Gilchrist, et al. 2008, Sirard, et al. 1998). 
En general, el crecimiento de los ovocitos en mamíferos puede resumirse en dos etapas: i) la 
transición desde estado quiescente del folículo primordial a estado de crecimiento activo, el cual es 
independiente de gonadotropinas y ii) el periodo preovulatorio o fase antral, donde las gonadotropinas 
inducen la separación de las uniones intercelulares presentes entre las células de la corona radiada y el 
ovocito, disminuyendo las concentraciones de AMPc, lo que activa el reinicio del ciclo meiótico y termina 
con la ovulación (Picton, et al. 1998). La activación del folículo primordial es la transición de folículo 
primordial a folículo primario. Ésta se caracteriza por un crecimiento del propio ovocito, así como por la 
proliferación, diferenciación y cambio en la forma de las células pre-granulosa que le rodean, que pasan de 
ser aplanadas a cuboides (Fair 2003, Fortune, et al. 2000). La activación se da gracias a proteínas como el 
factor de diferenciación de crecimiento 9 (GDF9) y la proteína morfogenética ósea 15 (BMP15), que se 
encargan de estimular la proliferación de las células de la granulosa, ya sea en ausencia o en sinergia con 
FSH (Eppig, et al. 2002). Una vez activada la proliferación, el folículo secundario se rodea de múltiples capas 
de células. Posteriormente, se da el reclutamiento de las células de la teca a partir de las células del estroma 
ovárico que rodean el folículo, formando la teca interna y la teca externa con vasos sanguíneos entre ambas 
capas (Reynolds, et al. 2002). Con la formación de la cavidad antral, el folículo continúa su desarrollo hacia 
folículo terciario y preovulatorio. En esta etapa, el folículo está expuesto a cualquier factor circulante a nivel 
sistémico, incluyendo factores de crecimiento y hormonas, que permiten la diferenciación de la de granulosa 
mural en la periferia del folículo y las células del cúmulo cercanas al ovocito (Eppig 2001). Finalmente con 
el pico preovulatorio de LH se activan diversas señales que desencadenan la ovulación de folículo liberando 
al ovocito hacía las fimbrias del oviducto (Baerwald, et al. 2012, Sanchez and Smitz 2012). (Figura 1.6) 
 
 
Figura 1.6. Resumen de las principales estapas de la foliculogénesis.  La foliculogénesis comienza con la activación de los folículos primordiales 
que posteriormente son reclutados para convertirse en folículos primarios. Las CG proliferan y forman varias capas alrededor del ovocito. A 
partir de esta etapa, una capa de células de la teca rodea el folículo, y empiezan a producir andrógenos, que se convierten en estrógenos en 
células de la granulosa. Las primeras etapas de crecimiento folicular  hasta  folículo secundario  y preantral son independientes de las 
gonadotropinas, la progresión más allá de esta etapa depende estrictamente de la estimulación de FSH. Finalmente se produce la ovulación, 
que se desencadena por un pico preovulatorio de LH. 
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1.3.2 Comunicación entre el ovocito y el cúmulo 
Durante toda la foliculogénesis, el desarrollo del ovocito depende de su estrecha relación con las 
células de la granulosa que le rodean (células del cúmulo). El diálogo entre ovocito y células de la granulosa 
es esencial para la regulación de diferentes vías de señalización que afectarán al crecimiento y la 
diferenciación del ovocito, y es fundamental para el aporte de nutrientes, metabolitos y moléculas de bajo 
peso molecular, que se da por vías endocrinas, paracrinas y autocrinas (Eppig 2001). La comunicación entre 
células del cúmulo y los ovocitos es bidireccional y se establece desde el estadio de folículo primordial 
mediante prolongaciones citoplasmáticas de las células de la granulosa que cruzan la zona pelúcida y 
conectan con el ovoplasma mediante uniones tipo gap (Gilula, et al. 1978). Además, las células de la 
granulosa también se interconectan entre ellas mediante este tipo de uniones (Albertini, et al. 2001, Kidder 
and Vanderhyden 2010). Hablamos de una comunicación bidireccional debido a que los ovocitos secretan 
factores que regulan la expansión y la esteroidogénesis del cúmulo y, a su vez, las células granulosa 
proporcionan nucleósidos, aminoácidos y fosfolípidos que mantienen un balance iónico y la estabilidad en 
el ARNm de los ovocitos (Hunter 2000, Procházka, et al. 1998). Así, el ovocito secreta factores como el  
factor transformante del crecimiento beta (TGFβ), GDF9 y BMP15 (Galloway, et al. 2000). Estos factores 
permiten controlar procesos de esteroidogénesis que se dan tanto en las células de la granulosa como de la 
teca, induciendo el mantenimiento de la producción de estradiol y la inhibición de la producción de la 
progesterona (Vanderhyden and Macdonald 1998). Además, inducen la proliferación y diferenciación de las 
células de la granulosa para avanzar por los diferentes estadios foliculares, y la producción de sustancias 
como el ácido hialurónico, para inducir la expansión del cúmulo, lo cual favorece los procesos de ovulación 
y la posterior fecundación (Salustri, et al. 1990). Igualmente, las proteínas secretadas por las células de la 
granulosa en folículos preantrales, tales como cKit,  interaccionan con los receptores de la superficie del 
ovocito para promover su crecimiento (Hutt, et al. 2006).  
Un elemento importante en la comunicación son las uniones Gap, canales transmembrana que están 
formados por moléculas de conexina. Las uniones compuestas de Cx37 y Cx43, también llamadas proteína 
de uniones gap 4 (GJA4) y 1 (GJA1), han sido descritas como necesarias para establecer la comunicación 
durante la foliculogénesis (Teilmann 2005). Permiten el paso de iones y pequeñas moléculas de hasta de 1 
kDa, como nucleótidos cíclicos (AMPc y GMPc), aminoácidos y los iones de calcio (Arellano, et al. 2002, 
Bornslaeger and Schultz 1985). Aunque las Cx37 y Cx43 no son las únicas proteínas de las familia de 
conexinas presentes en las células de granulosa y el ovocito, si son las únicas que tienen una contribución 
significativa al acoplamiento intercelular entre ovocito y granulosa (Kidder and Vanderhyden 2010). Al final 
de la foliculogénesis, estas uniones intercelulares entre células de la granulosa y ovocito desaparecen dando 
paso a la adquisición de la competencia meiótica y la progresión a la metafase II para completar el proceso 
de maduración (Veitch, et al. 2004).  
1.3.3 Maduración del ovocito in vivo 
1.3.3.1 Maduración citoplasmática: modificaciones en el número y organización de orgánulos 
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Durante la fase de crecimiento, el ovocito adquiere una organización citoplasmática que depende de la 
multiplicación, modificación y redistribución de orgánulos, además de la modificación postranscripcional 
de los ARNm que serán acumulados para su posterior uso durante el desarrollo embrionario temprano 
(Picton, et al. 1998, Smith 2001, Trounson, et al. 2001). Para ejemplarizar este tipo de maduración, 
hablaremos de algunos de los orgánulos más importantes y de los cambios que sufren durante el proceso de 
maduración. 
 Mitocondrias: La población de mitocondrias varía durante el crecimiento y desarrollo de los 
ovocitos; sin embargo, las mitocondrias se mantienen en un estado inmaduro, caracterizado por 
una morfología ovoide y pocas crestas en la membrana interna (Stojkovic, et al. 2001, Tamassia, et 
al. 2004). La distribución intracitoplasmática es variable, pues puede ser pericitoplásmica, 
perinuclear o difusa dependiendo de los requerimientos energéticos diferenciales de cada etapa 
(Tarazona, et al. 2006, Wilding, et al. 2001).  Se ha visto que la actividad mitocondrial del ovocito 
durante la foliculogénesis es baja, pero tras la maduración nuclear se eleva considerablemente 
(Cummins 2004).  
 Aparato de Golgi: Se cree que el aparato de Golgi es un orgánulo autónomo, estable y capaz de 
modular su propia organización (Payne and Schatten 2003). Aunque se sabe muy poco de este 
orgánulo en el ovocito, por el momento está claro que el aparato de Golgi es importante durante el 
crecimiento y maduración, y necesario para la expresión de proteínas de membrana involucradas 
en diferentes rutas de señalización (Ferreira, et al. 2009, Payne and Schatten 2003). Participa en la 
exportación de glicoproteínas para formar la zona pelúcida y en la formación de los gránulos 
corticales que evitan la polispermia (Picton, et al. 1998). 
 Retículo endoplásmico: Los eventos de activación posteriores a la fecundación incluyen la 
exocitosis del contenido de los gránulos corticales hacia el espacio perivitelino, la formación de los 
pronúcleos y el reinicio de la meiosis (Terasaki, et al. 2001). Estos procesos ocurren como 
consecuencia de las oscilaciones de iones de calcio liberados desde el retículo endoplásmico hacia 
el citosol (Wakai, et al. 2013). Estas ondas de Ca++ se inician con la entrada del espermatozoide y 
están mediadas por un mecanismo dependiente de inositol trifosfato (IP3). Sin embargo, se ha 
comprobado que la sensibilidad al IP3 se adquiere de forma gradual durante la maduración del 
ovocito y corresponde a la reorganización del retículo endoplásmico y al incremento en el número 
y redistribución de los receptores de IP3 (Mehlmann, et al. 1995).  
1.3.3.2 Expresión génica y actividad transcripcional 
La reorganización de orgánulos y su maduración funcional no son los únicos cambios durante el 
crecimiento del ovocito, ya que también se producen modificaciones en la producción de ARN y proteínas 
durante la foliculogénesis. En la fase de crecimiento, el ovocito sintetiza grandes cantidades de los diferentes 
tipos de ARN: 60-65% de ARN ribosomal (ARNr), 20-25% de ARN de transferencia (ARNt) y 10-15% de 
ARN heterogéneo (ARNh). Este último incluye el ARN mensajero (ARNm), que será almacenado en el 
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ovocito para soportar el desarrollo embrionario (Picton, et al. 1998). Debido a la importancia que tiene la 
diferenciación entre el ARNm de uso inmediato y el de reserva, el ovocito ha desarrollado dos estrategias 
de protección contra la degradación: 1. la poliadenilación en el extremo 5’, con una secuencia de poli A que 
es común para ambos tipos de ARNm, pero que difiere en longitud; 2. una poliadenilación corta en 3’ del 
ARNm de almacenamiento con una secuencia conservada (AAUAAA) que encubre el ARNm para no ser 
traducido tempranamente (Bashirullah, et al. 2001, Picton, et al. 1998). El ARNm modificado también se 
une a proteínas, formando un complejo ribonucleoproteico que lo protege contra la degradación y le permite 
permanecer almacenado en el citoplasma hasta ser llamado por señales reguladoras durante la maduración 
o el desarrollo temprano del embrión (Fulka, et al. 1998). 
El ovocito en crecimiento es muy activo para la síntesis de transcritos nucleares y mitocondriales. 
Las proteínas sintetizadas son usadas para su propia diferenciación, para la comunicación con las células de 
granulosa, para la formación de la zona pelúcida, durante la fecundación y para el desarrollo temprano  
(Picton, et al. 1998, Trounson, et al. 2001). Se ha demostrado que en el ovocito se expresan activamente 
alrededor de 900 genes (Merton, et al. 2003), cuya transcripción se detiene en el momento en que se rompe 
la vesícula germinal (Christians, et al. 1999). 
1.3.3.3 Maduración nuclear: señalización del reinicio de la meiosis 
La maduración nuclear constituye la señal necesaria para desencadenar el reinicio de la meiosis. En 
la mayoría de las especies mamíferas, la señal que lo desencadena es el pico preovulatorio de LH (Chen, et 
al. 1994, Webb, et al. 2002). Sin embargo, la maduración nuclear comprende tres fases distintas. En primer 
lugar, el período comprendido entre el primer arresto meiótico que se dio antes del nacimiento, donde los 
ovocitos se encuentran detenidos en la fase de diplotene de la profase I y que también se conoce como 
estadio de Vesícula Germinal (GV) (Picton, et al. 1998, Sagata 1998). En este estadio, la meiosis se mantiene 
inhibida por diferentes factores provenientes del ambiente folicular y por la señalización proporcionada por 
las células de la granulosa. Esta primera etapa termina una vez se alcanza el máximo tamaño en el folículo 
preovulatorio, tan sólo unas horas antes de la ovulación, momento en el cual la estimulación por parte de 
LH permite al ovocito reanudar la meiosis y tiene lugar la ruptura de la GV (Smith 2001), conocido por su 
nombre en inglés Germinal vesicle breakdown (GVBD) (Picton, et al. 1998). El segundo período, que sigue a la 
reanudación de la meiosis I después del estímulo hormonal, es el progreso hasta metafase I, que se 
caracteriza por la segregación de cromosomas homólogos y expulsión del primer cuerpo polar. En contraste 
con el período anterior, este dura sólo unas horas. No obstante, es de vital importancia para generar un 
ovocito competente. El tercer período se da justo antes de la ovulación y constituye el paso a la metafase II 
de la meiosis II, donde se da el segundo arresto meiótico, que requiere del contacto entre el espermatozoide 
y el ovocito para reanudar nuevamente la meiosis II, alcanzar el estado haploide y expulsar el segundo cuerpo 
polar (Rodriguez and Farin 2003, Sun and Nagai 2003).  
El papel del AMPc en la regulación del ciclo meiótico está bien establecido en ovocitos: altos niveles 
en el ovoplasma inhiben la progresión de la meiosis, mientras que los niveles bajos la activan (Sirard et al., 
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1998). Se han planteado diferentes hipótesis para la regulación de los niveles de AMPc dentro del ovocito: 
i) la regulación mediante las uniones Gap, donde la granulosa transfiere AMPc al ovoplasma; ii) la 
producción interna de AMPc en el ovoplasma mediado por la AC, que transforma ATP en AMPc, y iii) la 
activación de fosfodiesterasa (PDE) que inactiva el AMPc transformándolo en 5’AMP, el cual es inefectivo 
para la activación de la PKA dependiente de AMPc , una de las principales proteínas reguladoras de la 
cascada del factor promotor de la metafase (MPF) (Kalinowski et al., 2004). Normalmente, se asume que el 
descenso del AMPc está ocasionado por el pico preovulatorio de LH, que modula la rotura de las uniones 
Gap. Este evento se ha relacionado con la fosforilación de Cx43 por una PI 3 quinasa, lo cual conduce al 
cierre de la comunicación del complejo de la unión Gap, y por tanto disminuye el suministro de AMPc hacia 
el ovoplasma (Sun and Nagai 2003) (Figura 1.7). 
Se ha postulado que la fosforilación del MPF, también llamado factor promotor de maduración, es 
lo que finalmente desencadena el reinicio del ciclo meiótico (Adhikari and Liu 2014). El MPF es una quinasa 
serina/treonina y se considera el regulador universal del ciclo meiótico. Consta de una subunidad catalítica 
la quinasa dependiente de ciclina 1 (CDK1) también llamada  p34CDC2, y una subunidad reguladora Ciclina 
B (CYCB)(Trounson, et al. 2001). El ovocito acumula durante la foliculogénesis las subunidades CDK1 y 
CYCB en forma de un complejo pre-MPF, que se mantiene inactivo por la alta concentración de AMPc que 
activa a la PKA, que a su vez fosforila a la quinasa WEE2 (activándola) y a la fosfatasa inductora de la fase 
M (CDC25B) (inhibiéndola). La quinasa WEE2 (anteriormente llamada WEE1B), junto con la quinasa 
MYT1, fosforilan en dos residuos a la treonina 14 y la tirosina 15 en CDK1 para inhibirla (Parker, et al. 
1991, Schindler 2011) (Figura 1.7). 
Para que se reanude la meiosis, el complejo pre-MPF es activado sincrónicamente con el GVBD. 
Para esto se debe desfosforilar CDK1 para que se le pueda unir la ciclina B y formar el MPF. Por una parte, 
hay datos que confirman que la necesaria disminución en la concentración de cAMP se consigue mediante 
la activación por fosforilación de la PI3K, que fosforila a la AKT, que a su vez fosforila a la fosfodiesterasa 
3A (PDE3A). Esta PDE degrada el cAMP y, debido a la disminución en la concentración de cAMP, se 
desfosforila e inhibe la PKA, WEE2 y MYT1, mientras que la desfosforilación de la CDC25B la activa. La 
CDC25B activa se transloca al núcleo y activa a la CDK1 por desfosforilación. Ese hecho hace posible la 
unión de CDK1 y la ciclina B para crear el MPF activo (Schindler 2011). Esto conllevará a la desintegración 
de la membrana nuclear en el GVBD, la condensación de los cromosomas y la aparición de microtúbulos 
dentro de la zona nuclear para formar la placa metafásica, signo característico de que la reanudación de la 
meiosis se está dando correctamente. La meiosis debe terminar con la migración de esa placa metafásica a 
la periferia del ovocito y la expulsión de un juego de cromosomas en forma de un cuerpo polar, generando 
un ovocito con un juego de cromosomas haploide listo para ser fecundado (Sathananthan, et al. 2006) 
(Figura 1.7). 
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Es muy importante averiguar cuáles son las señales externas que ayudan a desencadenar y regular 
todas estas cascadas durante el reinicio de la meiosis, ya que, actuando sobre dichas señales mediante 
fármacos, podríamos modular el proceso de maduración.  
 
 Figura  1.7  Vías de señalización para activar el reinicio de la meiosis en ovocitos. (a) Señalización que mantiene altas 
cantidades de AMPc para mantener el ovocito en arresto meiótico. (b) vías para activación de la meiosis que disminuyen la cantidad 
de AMPc. Modificado de (Mehlmann 2005) 
 
1.3.4 Maduración del ovocito in vitro 
La maduración in vitro (MIV) es el proceso por el cual los ovocitos se extraen de un folículo del 
ovario y maduran en un medio de cultivo en un laboratorio. En 1965, R. G. Edwards basándose en los 
trabajos pioneros desarrollados en conejo (Pincus and Enzmann 1934) fue uno de los primeros en describir 
la maduración in vitro de ovocitos, obteniendo ovocitos madurados en el laboratorio de diferentes especies 
mamíferas como ratón, oveja, vaca, cerda, perro, mono Rhesus y humano (Chang 1955, Edwards 1962), sin 
la necesidad de administrar hormonas exógenas para estimular los ovarios. Edwards maduró con éxito los 
ovocitos de ratón en medio Difco 199 suplementado con 15% de suero, encontrando que el 80% de los 
ovocitos reanudaban la meiosis (Edwards 1965). 
Actualmente, existen diversos tipos de medios que se utilizan como medio base para los procesos 
de maduración, incluyendo TCM-199, medio SOF (fluido del oviducto sintético), KSOM (medio 
optimizado simple de potasio), Ham F-12, MEM (medio esencial mínimo) o DMEM (medio de Eagle 
modificado por Dulbecco) entre otros. Los medios de cultivo para maduración consisten generalmente en 
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una solución equilibrada de sales, un tampón de bicarbonato y una suplementación que suele estar 
compuesta por aminoácidos y una fuente de energía. La función de las sales inorgánicas equilibradas es 
regular la osmoralidad (Wright and Bondioli 1981), obteniendo generalmente una presión osmótica de entre 
265 a 300 mOsmol (Rosenkrans and First 1994, Thompson 1996) que puede variar dependiendo de la 
especie de la cual proviene el ovocito. Existen también en el medio iones inorgánicos que juegan un papel 
en las rutas metabólicas y de señalización, como el sodio (Na+), potasio (K+) y calcio (Ca2+) (Thompson 
1996). El bicarbonato que se utiliza como tampón suele estar a una concentración de 25 mM para mantener 
el pH entre 7.2 y 7.4, que es el pH fisiológico en unas condiciones controladas de cultivo, generalmente en 
una atmósfera con un 5% de CO2. Normalmente, la fuente de energía en los medios de maduración es el 
piruvato, además de aminoácidos y minerales que complementan el componente nutricional. Finalmente, se 
añaden hormonas como FSH, LH, estradiol o factor de crecimiento epidérmico (EGF) para simular la 
señalización in vivo que origina el pico preovulatorio de LH y poder obtener una reanudación de la meiosis 
(Sirard, et al. 1988). Aparte de estos componentes en los medios, la temperatura también es un factor 
importante del sistema de maduración, la cual varía dependiendo de la especie con la que se trabaja oscilando 
entre 37 y 39°C. 
1.3.4.1Importancia de la maduración in vitro  
La MIV incrementa sustancialmente el número de ovocitos disponibles para ser fecundados y este 
factor es imprescindible para cualquier producción a gran escala de embriones, ya sea en las industrias de 
producción de ganado comercial como a nivel de clínicas de fertilidad en humanos, además de proporcionar 
un importante modelo para la investigación de fallos reproductivos.  
En los últimos años se ha estimado que entre un 10% y un 15% de las parejas en edad reproductiva 
(edad de la mujer entre 15 y 44 años) son estériles (Healy, et al. 1994, Ombelet, et al. 2008); entendida la 
esterilidad como la incapacidad para conseguir el embarazo tras un año de relaciones sexuales con fines 
reproductivos (Gnoth, et al. 2005). En el único estudio llevado a cabo en España sobre la prevalencia de la 
esterilidad, se llegó a la conclusión de que la infertilidad en España afecta al 19,2% de las mujeres (F Pizarro 
and Velasco 2007). 
La MIV consiste en extraer los ovocitos inmaduros (en estadio de vesícula germinal; GV) desde los 
folículos ováricos antrales sin estimulación hormonal de la paciente y madurarlos exógenamente en medios 
de cultivo suplementados con diversas moléculas coadyuvantes del proceso. La MIV fue propuesta por 
Pincus y Enzmann en 1934 y fue en 1991 cuando Cha reportó el primer embarazo mediante esta técnica 
(Cha, et al. 1991, Pincus and Enzmann 1934). Lo más interesante de este proceso es que, al no ser necesaria 
la estimulación con gonadotropinas, o al menos no una estimulación con dosis altas de éstas como en los 
ciclos convencionales para  fecundación in vitro (FIV) o inyección intracitoplasmática del espermatozoide 
(ICSI), se convierte en una alternativa para un elevado número de pacientes que acuden a las clínicas de 
reproducción pero no logran obtener un parto a término por problemas asociados a la maduración del 
ovocito, lo que las convierte en casos especiales que aún hoy no encuentran respuesta a sus problemas de 
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infertilidad. A continuación se describen algunos de los casos donde la MIV puede tener aportes importantes 
a nivel de clínicas de fertilidad. 
1. Pacientes con ovarios poliquísticos: debido a la baja respuesta que tienen estas pacientes a la estimulación 
ovárica, así como al aumento del riesgo que muestran estas pacientes de sufrir el síndrome de 
hiperestimulación ovárica (Griesinger, et al. 2006, Nader 2010) 
2. Pacientes con síndrome de hiperestimulación ovárica: debido a los ciclos reproductivos. Es la 
consecuencia más severa y ocurre en un 33% de los ciclos de FIV, y en el 2% de los ciclos llega a ser severo 
(Delvigne and Rozenberg 2002, Halupczok, et al. 2015) 
3. Pacientes con disfunción ovulatoria o anovulación: debido a la incapacidad de obtener ovocitos maduros 
de dichas pacientes aun con estimulación hormonal (Luciano, et al. 2013) 
4. Pacientes con reserva ovárica disminuida: debido a que la calidad de las células germinales se encuentra 
normalmente disminuida a la hora de intentar conseguir un embarazo; la maternidad tardía es el ejemplo 
más común (Lee, et al. 2015). 
5. Pacientes con diagnóstico de infertilidad inexplicada: debido a que no se puede descartar que una 
maduración incorrecta de los ovocitos pudiera estar condicionando el posterior proceso reproductivo 
(Coticchio, et al. 2015). 
6. Pacientes a las que se les practique congelación o vitrificación de ovocitos y tejido ovárico: debido a 
enfermedad preexistente en la que no se aconseja estimulación hormonal de la paciente o no haya tiempo 
para poder realizar un ciclo normal de FIV. El caso más común son las pacientes en edad reproductiva con 
cáncer sometidas a quimioterapia/radioterapia (Nikseresht, et al. 2015).   
Por último, se debe reseñar que la MIV sería una alternativa mucho más confortable para cualquier 
paciente que acude a una clínica de reproducción, debido a que la obtención de ovocitos se realizaría con 
una mínima o nula administración de fármacos para la estimulación ovárica (Söderström-Anttila, et al. 2005). 
De esta manera, se evitaría el paso más peligroso de todo el tratamiento de reproducción, ya que la 
hormonación de la paciente supone un gran desgaste y la aparición de efectos secundarios desagradables a 
diferentes niveles (Cousineau and Domar 2007). Además, el coste económico de cada ciclo sería menor 
(Söderström-Anttila, et al. 2005). 
A pesar de las ventajas que puede representar, hoy en día la MIV es un protocolo que no supera el  
0,1% de todos los ciclos realizados anualmente. Según los últimos reportes de la Sociedad de Reproducción 
Humana y Embriología (ESHRE) y la Sociedad Española de Fertilidad (SEF), solamente 23 ciclos de los 
68.756 realizados en España utilizan este sistema (0,06%), que no difiere mucho de la media europea (0,08%) 
(Kupka, et al. 2016). Del total de ciclos realizados por MIV, el 37% de los ovocitos no pudieron ser utilizados 
por no llegar a madurarse y, de los ovocitos que alcanzan el estadio de la MII y son considerados maduros, 
el 72% generó un embrión viable para transferir, y como resultado final produjeron un 17% de gestaciones 
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y un 13% de partos por ciclo iniciado (Registro SEF, 2012), datos que están muy por debajo del éxito que 
tienen ahora las técnicas de reproducción asistida que parten de un ovocito madurado in vivo. 
1.3.5 Otros componentes y vías de señalización importantes en la maduración 
1.3.5.1 Los GPCRs y su maquinaria durante la maduración ovocitaria 
Gracias al análisis del transcriptoma se han identificado alrededor de 15 GPCRs que se expresan en 
ovocitos (Mehlmann, et al. 2004). Sin embargo, la función de la mayoría de estos receptores sigue siendo 
desconocida, al igual que los posibles ligando que los activan. Solo un grupo de receptores en los que se 
incluyen el GPR3 y GPR12 ambos asociados a Gs, serían constitutivamente activos y mantendrían el arresto 
meiótico (Hinckley, et al. 2005, Mehlmann, et al. 2004). También se ha propuesto que podría existir un 
GPCR acoplado a Gi, como inductor de la maduración meiótica, pero se desconoce cuáles serían sus 
ligandos (Mehlmann 2005). La señalización a través de Gs o Gi  ha sido descrita en ovocitos como la 
presencia de AC o PDE (Horner, et al. 2003, Richard, et al. 2001, Shitsukawa, et al. 2001). Asociando así 
este tipo de receptores con la regulación del AMPc, principal regulador del reinicio de la meiosis. En este 
punto es importante destacar que aún no se ha encontrado ese posible receptor asociado a Gi ni que vías 
podría estar regulando en la maduración del ovocito. 
Los receptores de las dos principales gonadotropinas que regulan la función reproductiva, el 
receptor para FSH (FSHr) y el receptor para LH (LHr), también forman parte de la familia GPCRs (Ascoli, 
et al. 2002, Themmen and Huhtaniemi 2000). Al igual que la mayoría de los GPCRs, FSHr y LHr regulan la 
señalización después de su activación por el desacoplamiento de la membrana mediado por β arrestinas 
(Ferguson, et al. 1996, Lowther, et al. 2011). Es sabido que el pico de LH también activa la señalización por 
parte del factor de crecimiento epidermal EGF y su receptor (EGFr) (Park, et al. 2004, Su, et al. 2010). 
Aunque no pertenece a la familia de los GPCRs su relación con la actividad de otros GPCRs como LHr y 
su señalización durante el reinicio de la meiosis, le ha hecho una molécula importante de estudio en el 
proceso de maduración ovocitaria, de hecho se utiliza en muchos de los protocolos de maduración in vitro 
en ausencia de LH mostrando igualmente altos porcentajes de maduración (Lonergan, et al. 1996, Lopera-
Vasquez, et al. 2015) 
1.3.5.2 Papel de la vía MAPK durante la maduración del ovocito 
El papel principal de la vía de proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) es la 
transducción de señales extracelulares en respuestas celulares. En ovocitos, uno de los primeros eventos 
asociados con la estimulación de los receptores de LH y FSH es precisamente la activación de la vía de las 
MAPKs (Seger, et al. 2001, Sela-Abramovich, et al. 2005), activación que también se reporta por otros tipos 
de GPCRs (Ferguson, et al. 1996). Hasta el momento es clara su participación en la regulación de la 
esteroidogénesis, en la supervivencia y la proliferación de células de la granulosa, el reinicio de la meiosis, la 
dinámica de microtúbulos y especialmente en el mantenimiento de la organización de la metafase II 
(Sasseville, et al. 2010, Schindler 2011, Seger, et al. 2001, Su, et al. 2007). Curiosamente, estudios del 
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proteoma de ovocitos en diferentes estadios reveló que la vía de las MAPKs es la que más se expresa durante 
el estadio de metafase II, donde se cree que ejerce una importante regulación para que se dé el segundo 
arresto meiótico (Wang, et al. 2010).  
Las proteínas ERK1 y ERK2  representan unas de las proteínas mejor caracterizadas dentro de la 
señalización de las MAPKs (Zhang and Liu 2002). Ambos tipos de ERK han sido aisladas de los ovocitos 
durante la maduración (Duranthon and Renard 2001) y juegan un papel importante en las cascadas de 
señalización que conducen a la adquisición de la competencia nuclear (Sun and Nagai 2003). Los ovocitos 
provenientes de ratones donde se ha suprimido al expresión de ERK (Erk1/2 -/-) no reanudan meiosis a 
pesar de ser inyectados con hCG (Fan, et al. 2009). En modelos in vitro también se ha descrito su activación 
por la estimulación del EGFr (Fan, et al. 2009, Yamashita, et al. 2009). Por lo anteriormente expuesto se 
podría considerar a la ERK1/2 como un marcador importante para ser evaluado durante la maduración del 
ovocito (Conti, et al. 2012). 
1.3.5.3 Papel de la vía PI3K/AKT durante la maduración del ovocito 
La vía PI3K es una vía clásica de señalización que consta de varias moléculas, incluyendo quinasas, 
fosfatasas y factores de transcripción que establecen una cascada de señalización intracelular que es 
fundamental para procesos como la proliferación celular, la supervivencia, la migración y el metabolismo 
(Blume-Jensen y Hunter , 2001 , Cantley, 2002  y  Stokoe, 2005 ). En los últimos años la información 
proporcionada por los modelos de ratones genéticamente modificados ha puesto de manifiesto que la 
señalización de PI3K juega un papel vital en la ovogénesis, la foliculogénesis, la ovulación y la carcinogénesis 
en el ovario de ratón (Zheng, et al. 2012).  
Las PI3K son quinasas de lípidos y se dividen en tres clases (clase I, clase II y clase III). El grupo 
de la clase I ha sido asociado a la fisiología reproductiva y este puede ser activado por receptores tirosina 
quinasa como es el caso del EGFR o por GPCRs, como los FSHr y LHr  (Vanhaesebroeck, et al. 2010). La 
función principal de PI3K es la fosforilación de grupos hidroxilos de fosfatidilinositol 3,4-bisfofato (PIP2) 
para convertirlo en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) que funciona como segundo mensajero para la 
activación de los diferentes componente de la vía. Los componentes de la vía PI3K incluyen la proteína 
quinasa B más conocida como AKT, la quinasa dependiente de proteína tipo 1 (PDK1), factores de 
transcripción como FOXO y las proteínas quinasas GSK-3α y GSK-3β (Liu, et al. 2007, Reddy, et al. 2005). 
Se ha demostrado que todos ellos se encuentran a nivel del ovocito, por lo que ha sido una de las vías más 
estudiadas para entender los mecanismos de maduración (Liu, et al. 2006). La fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) es una fosfatasa lipídica, que se encarga de convertir el PIP2 de nuevo a 
PIP3, y revierte el proceso de activación por esta razón se considera el principal regulador negativo de la 
vía. 
La AKT es la molécula clave de la vía PI3K, su activación se da en dos pasos i) el PIP3 producido 
por PI3K atrae hacia la membrana a la AKT inactiva y la fosforila en el residuo treonina 308 para activarla 
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parcialmente. La AKT monofosforilada es liberada al citoplasma donde es fosforilada por el complejo 
mTOR en el residuo serina 473 activándola completamente. Una vez activa, AKT interactúa sobre muchas 
dianas regulando múltiples vías de señalización. (Manning and Cantley 2007). AKT se ha relacionado con el 
desarrollo folicular (Cecconi, et al. 2012), a nivel de maduración del ovocito con la reanudación de la meiosis 
y la formación del huso meiótico (Hoshino and Sato 2008, Kalous, et al. 2009) y con la expulsión del segundo 
cuerpo polar en el estadio de metafase II (Cecconi, et al. 2010). Inclusive se ha descrito el papel de AKT 
durante el desarrollo embrionario y cómo su inactivación puede afectar la eclosión en blastocistos murinos 
(Riley, et al. 2005).  Por último, se han demostrado problemas de fertilidad en ratones Akt1(-/-) (Brown, et 
al. 2010) y en humanos se ha asociado la desregulación AKT con varias enfermedades a nivel reproductivo, 
como el síndrome del ovario poliquístico y el cáncer de ovario (Cecconi, et al. 2012).  
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1.4 Espermatozoide: Adquiriendo la capacidad para fecundar 
1.4.1 Espermatogénesis y espermiogénesis   
La espermatogénesis y espermiogénesis son procesos complejos y altamente coordinados que 
implican la proliferación, diferenciación y morfogénesis de las células germinales masculinas. Como vimos 
anteriormente, la espermatogénesis comienza antes del nacimiento con la diferenciación de las PGCs hacia 
el linaje masculino. En el momento del nacimiento, la gónada masculina está poblada por células germinales 
diploides o espermatogonias de tipo A (Griswold and Oatley 2013). Con la llegada de la pubertad, las 
espermatogonias de tipo A experimentan un número limitado de divisiones mitóticas dando lugar a 
espermatogonias de tipo B. Éstas  comienzan el proceso de meiosis I y al dividirse se convierten en 
espermatocitos primarios (2n4c). Después de completar la meiosis I, pasan a ser espermatocitos secundarios 
(1n2c), y al terminar la segunda división meiótica, forman células haploides llamadas espermátidas (Griswold 
2016). Finalmente, las espermátidas sufren una fase prolongada de diferenciación, conocida como 
espermiogénesis, en la que experimentan modificaciones en el volumen, la pérdida del contenido 
citoplasmático y la reorganización de la cromatina nuclear (Shang, et al. 2010), que les llevan a convertirse 
en células altamente especializadas, los espermatozoides. Una vez completado el proceso, los 
espermatozoides son liberados a la luz del túbulo seminífero (Clermont 1972, Griswold 2016). 
Las células de Sertoli, localizadas en los túbulos seminíferos, apoyan y crean un entorno de 
protección único durante todo el proceso de espermatogénesis. Su función principal es proporcionar 
hormonas, factores de crecimiento y glicoproteínas necesarias para el desarrollo desde espermatogonia hasta 
espermatozoide (Alves, et al. 2013, Griswold 2016). La función biológica de las células de Sertoli está 
controlada por la FSH, que mediante la unión a su receptor desencadena diferentes vías de señalización que 
conducen a la proliferación y diferenciación celular (Alves, et al. 2013).  
1.4.2 Maduración a nivel del epidídimo  
Los espermatozoides testiculares, aunque ya transformados en células altamente especializadas, no 
son competentes para llevar a cabo la fecundación del ovocito. Para ello, deben experimentar un proceso 
de maduración que tiene lugar durante su transporte a través del epidídimo (Yanagimachi 1994) y que 
implica: el desarrollo de la capacidad de movimiento progresivo (Yanagimachi 1994), alteraciones físico-
químicas en los lípidos de la membrana (Wolf, et al. 1988), y cambios en el patrón de distribución del 
colesterol y las proteínas transmembranales (Suzuki 1990). Aunque algunos espermatozoides alcanzan su 
capacidad fecundante en la región proximal del epidídimo, se considera que la cola del epidídimo, principal 
reservorio de espermatozoides, es donde la mayoría adquiere su capacidad fecundante completa 
(Yanagimachi 1994).  
Durante la eyaculación, los espermatozoides entran en contacto con el plasma seminal, compuesto 
por las secreciones de las glándulas accesorias del aparato genital masculino. En este proceso, los 
Revisión Bibliográfica  
 
27 
 
espermatozoides entran en contacto con factores decapacitantes o estabilizadores del acrosoma, 
principalmente glicoproteínas de superficie, cuya función principal es evitar la capacitación y reacción 
acrosomal prematura de los espermatozoides (Töpfer-Petersen, et al. 2000).  
1.4.3 Inicio de la capacitación espermática: transporte del espermatozoide 
El sitio donde empieza y termina la capacitación puede variar de especie a especie. En las especies 
en las que el semen se deposita directamente en el útero durante el coito, la capacitación comienza en el 
útero, pero el sitio donde se completa es en el oviducto (Hunter and Rodriguez‐Martinez 2004).  
El transporte de los espermatozoides a través del tracto genital de la hembra se puede dividir en 
tres etapas: i) un transporte rápido trans-uterino inmediatamente después de la deposición del semen, ii) la 
formación, en el oviducto, del reservorio espermático en la región del istmo y iii) una lenta liberación de 
espermatozoides desde el reservorio hacia el lugar de la fecundación, aproximadamente en la unión ámpula-
istmo (Hunter and Rodriguez‐Martinez 2004). Se ha demostrado que todo este proceso en ratones dura tan 
solo 15 minutos desde el momento del coito hasta la llegada de los espermatozoides al istmo en el oviducto 
(Muro, et al. 2016). 
La adquisición de la capacidad fecundante requiere el contacto entre el espermatozoide y el tracto 
reproductivo femenino, para liberarse de los factores decapacitantes antes de llegar al lugar donde se llevará 
a cabo la fecundación (Töpfer-Petersen, et al. 2000). In vitro, la capacitación de espermatozoides de especies 
como el ratón, la rata o el ser humano, puede darse tras un periodo corto de incubación en un medio 
químicamente definido y relativamente simple (Yanagimachi 1994). En otras especies como el toro, el cerdo 
y el conejo, la capacitación en medios artificiales no es suficiente y se requiere la utilización de factores 
capacitantes como heparina o cafeína (Fraser, et al. 2005, Parrish 2014). 
En el oviducto, las células epiteliales de la región del istmo permiten la creación de un depósito que 
asegura la disponibilidad de espermatozoides competentes en el momento de la ovulación (Yanagimachi 
1994). Las funciones de este reservorio espermático son: prevenir la polispermia, permitiendo que sólo un 
número reducido de espermatozoides llegue a la zona de fecundación, y modular la capacitación espermática 
(Smith 1998); aunque todavía no se han dilucidado todos los mecanismos y moléculas implicadas en el 
retraso de la capacitación. Hasta el momento se cree que intervienen tanto las secreciones del oviducto 
como la interacción célula a célula entre los espermatozoides y la membrana apical de las células epiteliales 
del oviducto (Murray and Smith 1997). 
1.4.4 Fin de la capacitación espermática: hiperactivación, reacción acrosomal y fusión de 
membranas 
La motilidad del esperma es un fenómeno complejo, regulado por iones, metabolitos y factores 
enzimáticos, que permite cambios rápidos y muy específicos en respuesta al ambiente en el que se encuentra 
el espermatozoide (Guraya 2012). En el momento de la liberación del reservorio oviductal, los 
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espermatozoides se someten a cambios metabólicos rápidos como el aumento de calcio intracelular, la 
remodelación de fosfolípidos en la membrana plasmática y la fosforilación de proteínas. Estos cambios 
causan un aumento de la frecuencia del batido flagelar, hiperactivando al espermatozoide y permitiendo su 
migración hacia la región ampular (Gualtieri, et al. 2005). Numerosos estudios han identificado múltiples 
receptores en los espermatozoides que reaccionan con proteínas de la zona pelúcida para permitir el 
reconocimiento especie específico entre espermatozoide y ovocito (Abou-Haila and Tulsiani 2000).  
Con el reconocimiento de los gametos se inicia el proceso de fecundación, el cual requiere tres 
eventos diferentes de fusión de membranas (Gadella and Evans 2011). En primer lugar, la reacción 
acrosómica, donde la membrana plasmática del espermatozoide y la membrana exterior del acrosoma se 
unen en múltiples sitios para liberar el contenido enzimático compuesto principalmente por dos enzimas: 
hialuronidasa y acrosina, permitiendo que el esperma penetre la zona pelúcida (Abou-Haila and Tulsiani 
2000) (aunque en algunas especies la reacción acrosómica se produce antes del contacto con la zona pelúcida 
(Muro, et al. 2016). En segundo lugar, el espermatozoide se une al ovocito mediante un reconocimiento 
específico de receptores y fusiona su membrana plasmática con la del ovocito. Y en tercer lugar, la entrada 
del espermatozoide activa ondas de calcio en el ovocito fecundado que activa la reacción cortical en el 
ovocito. La fusión de las membranas de los gránulos corticales con la membrana plasmática del ovocito 
permite la exocitosis de las proteínas, que son liberadas al espacio perivitelino y son responsables de bloquear 
la polispermia mediante la modificación de la zona pelúcida del ovocito (Liu 2011). El ovocito, ahora 
fecundado, continúa su desarrollo como zigoto y comenzará el desarrollo embrionario temprano.  
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1.5 Desarrollo embrionario temprano 
Los estudios sobre el desarrollo del embrión en mamíferos, especialmente en el ratón, han 
proporcionado información clave para el entendimiento de los complejos procesos que se dan durante esta 
etapa, como la cinética de desarrollo, el momento de la activación del genoma embrionario, los patrones de 
expresión génica, la segregación de cromosomas y los patrones de las modificaciones epigenéticas 
(Gutierrez-Adan, et al. 2015, Niakan, et al. 2012, Santos and Dean 2004, Schultz 2002). Sin embargo, existen 
diferencias especie-específicas, que cambian de un modelo embrionario a otro. Por esta razón describiremos 
a continuación brevemente el desarrollo embrionario temprano en los modelos murino y bovino, 
comparado con el humano para entender cuáles son las similitudes y diferencias que presentan cada uno de 
ellos.  
La duración de la etapa preimplantacional, tomando como inicio el momento de la fecundación y 
como final la formación de un blastocisto viable para la implantación, dura en el caso del modelo murino 4 
días (Bedzhov, et al. 2014), mientras que otras especies como bovino y humano se requieren 7 días para 
completar el proceso (Lonergan, et al. 2016, Norwitz, et al. 2001). Durante esta etapa, el embrión se 
desarrolla en un ambiente oviductal y uterino que le proporciona los nutrientes y condiciones adecuadas 
para su desarrollo (Besenfelder, et al. 2012). Sin embargo, la creación de medios de cultivo químicamente 
definidos y de condiciones controladas de laboratorio que asemejen el ambiente oviductal, ha permitido el 
desarrollo y la evaluación de todas las etapas de división a nivel in vitro (Maillo, et al. 2016).  
 
1.5.1 Morfología del desarrollo embrionario preimplantacional 
El desarrollo embrionario depende inicialmente de la calidad del ovocito y de la maquinaria 
compuesta por los ARNm maternos y las proteínas almacenadas durante la foliculogénesis y la maduración,  
que servirán para dirigir los primeros eventos de división y proliferación (Hardy 2002, Telford, et al. 1990). 
Después de la fecundación, tanto los embriones in vivo como los producidos in vitro van pasando por varias 
etapas diferenciadas morfológicamente según el número de células, a las que se les denominan estadios 
embrionarios.  
La primera de ellas es la etapa de cigoto; en esta etapa tiene lugar el desarrollo pronuclear, la síntesis 
de ADN y comienza la transcripción de ARN. Finalmente, los pronúcleos femenino y masculino se fusionan 
(singamia) para formar el cigoto (Rahman, et al. 2008). En las diferentes especies de mamíferos, esta etapa 
se caracteriza generalmente por una marcada degradación del ARNm materno (Schultz 2002), que impulsa 
las primeras divisiones cuando el embrión recién formado es transcripcionalmente inactivo (Barnes and 
Eyestone 1990, Schier 2007). Además, influye en la determinación de los ejes embrionarios (Piotrowska and 
Zernicka-Goetz 2001).  
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La siguiente etapa es el estadio de 2 células, que corresponde a la primera división mitótica de dos 
células simétricas. En ratón, esta división se da en el primer día de desarrollo, aproximadamente 24 horas 
después de la fecundación (hpf); mientras que en humano se da a las 25 hpf y en bovino puede variar entre 
28 y 32 hpf (Rahman, et al. 2008). El proceso continúa con las siguientes divisiones, también simétricas, y 
que dependiendo de la especie se pueden diferenciar claramente un estadio de 4 a 8 células y más tarde un 
estadio de 8 a 16 células. En el ratón, la formación del embrión de cuatro células se da a las 36 hpf y las 
ocho células se observan alrededor de las 48 hpf, mientras que en bovino los intervalos son de 36 y 50 hpf 
y en humano de 40 y 50 hpf (Rahman, et al. 2008).   
 
Durante estas etapas de división se da la activación del genoma del embrión, que se caracteriza por 
el inicio de la actividad transcripcional del genoma embrionario. El estadio en el comienza este período 
depende de la especie considerada. En el ratón ocurre en la etapa de 2 células, en el embrión humano en la 
transición de 4 a 8 células y en bovino en la transición de 8-16 células (Latham 1999). Y continúa hasta la 
etapa de blastocisto, durante este periodo se promueve la expresión de genes claves durante los procesos de 
diferenciación y proliferación celular (Hamatani, et al. 2004). 
 
La siguiente etapa a destacar es el periodo de compactación, donde las células adquieren una 
morfología de epitelio polarizado y aumenta la adhesión celular entre ellas, adquiriendo la morfología 
característica de una mora, por lo cual se denomina a los embriones mórulas. En ratón, el proceso de 
compactación se inicia en el embrión de 8 células. Nuevamente, en el caso del humano y el bovino esta 
etapa es más tardía, considerando el inicio de la compactación para el embrión humano en el estadio 16 
células y para el bovino cuando alcanza las 32 células (Rahman, et al. 2008).  
 
Al finalizar la compactación, las células más externas comienzan a bombear fluido desde el exterior 
hacia el interior del embrión, el líquido se acumula en los espacios intercelulares, que se van uniendo 
progresivamente y forman una cavidad que aumenta gradualmente de tamaño, a la que denominamos 
blastocele. A partir de este momento el embrión entra en la siguiente etapa que es la formación del 
blastocisto. Sin duda el evento más importante que se da durante la etapa de blastocisto es la clara 
diferenciación de dos linajes celulares, donde las células más internas forman la masa celular interna o ICM 
por su nombre en inglés “Inner Cell Mass”, y que dará origen al futuro embrión,  y las células más externas 
que rodean a la ICM formaran el trofoectodermo que dará origen a la placenta (Zernicka-Goetz, et al. 2009). 
En algunas especies como el ratón, se ha observado que esta diferenciación temprana entre células de la 
ICM y del trofoectodermo tiene lugar en el estadio de mórula (Zernicka-Goetz., 2015). 
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1.6 Sistema cannabinoide en reproducción 
 
 
 
El SEC está implicado en eventos reproductivos como la gametogénesis, la fecundación, la 
implantación, la placentación, la preñez y el parto. Por lo tanto, este sistema ha sido propuesto como posible 
biomarcador para predecir el potencial reproductivo en la práctica clínica. A continuación describiremos de 
forma general la presencia del sistema cannabinoide y sus componentes en diferentes tejidos reproductivos 
así como los efectos que pueden generar en procesos fisiológicos asociados a la reproducción. Para esto 
hemos revisado lo aportado por los diferentes modelos animales, así como la investigación que se ha 
realizado en patologías reproductivas y en la práctica clínica de la reproducción asistida en humanos.  
 
1.6.1 Sistema cannabinoide en la fertilidad de la hembra  
1.6.1.1 Ovario y ovocito 
Una de las primeras observaciones que centraron las investigaciones en cannabinoides hacia el 
sistema reproductivo, fue el hallazgo de la presencia de AEA en el fluido folicular (Schuel, et al. 2002a) y la 
alteración de sus niveles en el plasma durante la ovulación y la preñez temprana (El-Talatini, et al. 2009b). 
Además, tanto la AEA como las enzimas que la metabolizan fueron localizadas en el ovario humano (El-
Talatini, et al. 2009a). Más tarde se demostró la presencia de CB1 y CB2 al igual que las enzimas NAPE-
PLD, FAAH y MGLL en diferentes pasos del desarrollo folicular y durante el proceso de maduración de 
La descripción del sistema 
endocannabinoide (SEC) y la presencia de 
receptores CB1 y CB2 se han descrito tanto en el 
sistema nervioso central como en tejidos 
periféricos (Figura 1.8). Estos hallazgos han dado 
lugar a una intensa investigación sobre las 
funciones desempeñadas por este sistema. 
Muchas de estas funciones se han determinado a 
partir del estudio de los efectos del uso lúdico de 
cannabis, mientras que otras lo han sido a partir 
de los efectos de la administración de 
cannabinoides en modelos animales y sistemas in 
vitro. El consumo de cannabis es un hábito que se 
ha extendido entre las personas en edad 
reproductiva y se ha llegado a asociar con 
problemas de fertilidad. Para esta tesis nos 
centraremos en describir más en detalle las 
implicaciones que tiene a nivel del sistema 
reproductivo tanto en hembras como en machos.  
 
Figura 1.8: Acciones del sistema endocannabinoide en 
diferentes sistemas y órganos. Se muestra la presencia de 
receptores en azul claro CB1 y azul oscuro CB2. (Modificado 
de Carracedo 2006) 
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ovocitos en diferentes especies como humanos y rata (Agirregoitia, et al. 2015a, Agirregoitia, et al. 2016, 
Bagavandoss and Grimshaw 2010). Sin embargo, todavía no se han descrito durante el proceso de 
maduración el comportamiento de los receptores para especies como ratón y vaca.  Curiosamente, la AEA 
medida en el líquido folicular de mujeres sometidas a una hiperestimulación ovárica controlada para ser 
sometidas a técnicas de reproducción asistida como FIV e ICSI, fue mayor en los folículos con ovocitos 
maduros que en aquellos con ovocitos inmaduros (El-Talatini, et al. 2009b). También se han encontrado 
altas concentraciones de AEA a nivel de sangre periférica durante el momento de la ovulación (El-Talatini, 
et al. 2009b) y por otra parte, niveles más bajos (<2 nM) son necesarios para el éxito del embarazo (Habayeb, 
et al. 2004), lo cual correlacionan con altos niveles de FAAH en los linfocitos periféricos (Maccarrone, et al. 
2000). Estos datos soportan la idea que los endocannabinoides podrían estar regulando la maduración en 
ovocitos, ejerciendo sus efectos durante la foliculogénesis (Maccarrone, et al. 2002, Schuel, et al. 2002b) 
1.6.1.2 Transporte oviductal 
Si continuamos a través del viaje que el ovocito sigue camino a la fecundación, encontramos 
nuevamente la presencia de AEA en el tracto oviductal (Gervasi, et al. 2013, Schuel 2006), lo cual ubica al 
sistema cannabinoide no sólo en la fisiología del ovario sino también durante los procesos de ovulación, 
fecundación y desarrollo embrionario temprano. Se ha demostrado, en el modelo murino, que CB1 regula 
el transporte oviductal, observando que tanto el silenciamiento genético como farmacológico de este 
receptor causan retención de los embriones en el oviducto (Wang, et al. 2006b). Este efecto está mediado 
por un equilibrio crítico entre la síntesis de AEA por NAPE-PLD y su degradación por FAAH en el epitelio 
oviductal, creando así lo que se conoce como ''tono endocannabinoide" (Schuel 2006). A nivel de clínica 
reproductiva, este tipo de regulación cobra gran importancia debido a que la retención de embriones en el 
oviducto se asocia con un mayor riesgo de presentación de embarazos ectópicos. Curiosamente, las mujeres 
que padecen este tipo de patología presentan una expresión atenuada tanto del receptor CB1 como de la 
enzima FAAH, a nivel de los oviductos o trompas de Falopio (Gebeh, et al. 2012, Horne, et al. 2008).  
1.6.1.3 Interacción ovocito-espermatozoide 
El proceso de fecundación es otro de los eventos reproductivos controlado posiblemente por el 
SEC. Como ya hemos descrito, la presencia de receptores y enzimas en ambos gametos permite pensar que 
la interacción de los espermatozoides con ovocitos está regulada de alguna forma, por la señalización a partir 
de cannabinoides, teniendo en cuenta además, que dicha interacción se da dentro del ambiente del ámpula 
oviductal, sensible también a esta señalización. Es bien sabido que el oviducto funciona como reservorio de 
semen. Previo al proceso de fecundación, la interaccionan de los espermatozoides con las células del 
oviducto permite prolongar su vida y retrasar el proceso de capacitación hasta que las señales asociadas a la 
ovulación se produzcan (Hunter 2008). Un informe reciente ha documentado que el espermatozoide de 
toro y las células epiteliales del oviducto en la vaca expresan ambos receptores, CB1 y CB2, así como la 
AEA y la hidrolasa FAAH (Gervasi, et al. 2009). En este estudio se demostró que la unión de AEA a los 
receptores CB1 disminuía la unión de los espermatozoides a las células oviductales y que la adición de 
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SR141716A o AM251, ambos antagonistas selectivos para CB1, bloqueaba completamente la señalización 
de la AEA y aumentaba la unión al epitelio oviductal, mientras que los antagonistas selectivos a CB2 eran 
ineficaces, lo que indica que sólo CB1 estaba involucrado. Curiosamente la motilidad progresiva no fue 
inhibida, ni la reacción acrosomal fue inducida (Gervasi, et al. 2011). Finalmente, existe un gradiente de 
concentración de AEA en el oviducto proximal (Schuel, et al. 2002b) y una vez que las células espermáticas 
están expuestas a la reducción de la concentración de AEA, finalmente alcanzan la capacitación espermática. 
Además de revelar una nueva función dentro de los posibles mecanismos que regulan el SC, estos estudios 
de interacción entre gametos tienen un importante potencial clínico para el tratamiento de la infertilidad 
masculina. 
1.6.1.4 Desarrollo embrionario temprano 
La presencia de receptores cannabinoides durante el desarrollo embrionario temprano hace al 
embrión objetivo de la señalización por cannabinoides. Se ha descrito en el modelo murino que CB1 se 
expresa en embriones desde el final del estadio de 2 células hasta el estadio de blastocisto. Por el contrario, 
CB2 se expresa en embriones desde el estadio de 1 célula hasta el estadio de blastocito (Paria, et al. 1995). 
En esta última etapa y previo a la implantación, la expresión de CB1 se observa principalmente en las células 
del trofoectodermo, mientras que la expresión CB2 está restringida principalmente a la masa celular interna 
(Paria, et al. 1995). Además de la presencia de estos dos receptores, FAAH también está presente en los 
embriones de 1 y 2 células, pero ausente en los estadios de 4 y 8 células; sin embargo, es nuevamente 
detectable en el estadio de blastocisto al día 4 previo a la etapa de implantación (Paria, et al. 1999). 
La generación de ratones knockouts para CB1, CB2, y FAAH ha proporcionado información 
valiosa  para estudiar los efectos de la señalización de los cannabinoides. Los embriones recuperados de 
oviductos en el día 3 pc y de útero en el día 4 pc, provenientes de los genotipos knockouts para CB1 (Cnr1 
-/-) y doble knockouts para CB1 y CB2 (Cnr1 -/- / Cnr2 -/-) mostraron un retraso en su crecimiento en 
comparación con los embriones derivados de hembras de tipo salvaje (WT) (Paria, et al. 2001). Sin embargo, 
los embriones en condición de heterocigosis recuperados de hembras Cnr1 -/- cruzadas con machos WT, 
que tendrían el fenotipo de retención en oviducto como se mencionó anteriormente, mostraron un 
desarrollo normal  (Wang, et al. 2004). Esto permite pensar que la retención oviductal no es la causante del 
retraso en el desarrollo de los embriones, y muy posiblemente, este retraso sea por la falta de CB1 durante 
los procesos que competen al ovocito como la maduración.   
En cuanto al efecto de los cannabinoides durante el desarrollo preimplantacional, se ha visto que 
niveles altos de AEA, 2-AG, Δ9-THC, o un agonista cannabinoide sintético, WIN55212-2, detenían el 
desarrollo de embriones entre los estadios de 2 células a blastocistos (Paria, et al. 1998, Paria, et al. 1995). 
Otro estudio revela que los blastocistos tratados con altos niveles de AEA disminuyeron el número de 
células del trofoectodermo, y además retrasaron el proceso de eclosión (Schmid, et al. 1997, Yang, et al. 
1996). Este resultado también es apoyado por la observación de cultivos de trofoblasto in vitro, donde 
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concentraciones bajas de AEA, del orden de 7 nM, promueven el desarrollo, mientras que niveles más altos 
(28 nM) lo retrasan (Wang, et al. 1999). 
1.6.1.5 Implantación  
La implantación se produce sólo cuando el blastocisto es competente para implantarse y el útero 
alcanza la fase receptiva. La ventana de la receptividad uterina es transitoria, y una implantación retardada 
puede tener un efecto adverso y comprometer la gestación (Paria, et al. 1993, Sun and Dey 2008). Los 
endocannabinoides AEA y 2-AG, así como el receptor CB1, y las enzimas que regulan el sistema, están 
presentes en el útero de ratón (Sun and Dey 2008).  
Se han observado niveles más altos en la expresión y activación de NAPE-PLD en los sitios inter-
implantación. En contraste, en los sitios de implantación se observan bajos niveles de NAPE-PLD y mayor 
expresión de FAAH. Los patrones de expresión de NAPE-PLD y FAAH se encargan de mantener niveles 
bajos de la AEA en los sitios de implantación, por lo que existe la teoría que el SC podría estar regulando 
los mecanismos que señalizan al embrión el sitio adecuado de la implantación (Guo, et al. 2005, Wang, et 
al. 2007). Otras observaciones que apoyan esta teoría son que, altos niveles de AEA u otros cannabinoides 
sintéticos bloquean el crecimiento e inhiben la eclosión del blastocisto (Paria, et al. 1998, Schmid, et al. 
1997). Inclusive, algunos autores indican que pueden llegar a inducir procesos de apoptosis (Turco, et al. 
2008). Por el contrario, niveles bajos de AEA aceleran la diferenciación de trofoblasto y su crecimiento en 
cultivos in vitro (Paria et al., 1995, Paria et al., 1998, Schmid et al., 1997). Finalmente, se ha descrito que los 
niveles altos de AEA observados en ratones Faah-/- retrasan el momento de la implantación y comprometen 
el éxito de la gestación (Wang, et al. 2006b). En humanos también se ha reportado que niveles altos de AEA 
en el momento de la implantación están asociados con la pérdida espontanea de la preñez (Maccarrone, et 
al. 2002, Maccarrone, et al. 2000). 
El mecanismo por el cual la señalización cannabinoide regula la activación del blastocisto y la 
receptividad uterina no está  claro. Existen evidencias que indican que AEA a bajas concentraciones activa 
la señalización de ERK de la vía MAPK y que lo hace a través de la activación del receptor CB1, mientras 
que a altas concentraciones de AEA, ERK no se ve estimulada (Wang, et al. 2003). Estos resultados ayudan 
a explicar cómo los endocannabinoides en diferentes concentraciones modulan la activación del blastocisto. 
1.6.2 Sistema cannabinoide en la fertilidad del macho 
1.6.2.1 Espermatogénesis y la adquisición de las funciones del espermatozoide 
Algunos elementos del SEC se han detectado durante diferentes etapas de la espermatogénesis, 
tanto en testículos como en espermatozoides de diferentes mamíferos. En particular, se ha observado la 
presencia de CB1 y CB2 en espermatozoides de humano, cerdo, bovino y ratón (Agirregoitia, et al. 2010, 
Gervasi, et al. 2009, Gye, et al. 2005, Maccarrone, et al. 2005, Rossato, et al. 2005). La activación de CB1 
por parte de AEA en algunos casos se asocia con una reducción de la motilidad y la reacción acrosomal 
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(Battista, et al. 2008), mientras que en otros se reporta un aumento de la capacitación y activación del 
espermatozoide (Gervasi, et al. 2011). Por otra parte, CB2 se ha localizado en espermatogonias y células de 
Sertoli (Maccarrone, et al. 2003), y se ha mostrado cómo su activación promueve la meiosis mediante la vía 
MAPK a través de la fosforilación de ERK1/2 (Grimaldi, et al. 2009). A pesar de que con el desarrollo de 
la espermatogénesis la presencia de este receptor disminuye (Grimaldi, et al. 2009), sigue estando presente 
en el espermatozoide, y en humanos se ha descrito cómo su activación especifica afecta la motilidad 
(Agirregoitia, et al. 2010). Finalmente, en las células de Leydig también se ha observado la expresión de CB1, 
lo que sugiere una implicación funcional  en la esteroidogénesis mediada por los cannabinoides (Cacciola, 
et al. 2008). En cuanto al consumo de cannabinoides exógenos y sus posibles efectos, se ha informado que 
el uso a largo plazo de HU-210, un análogo sintético del THC y con alta afinidad por el receptor CB1, afecta 
la espermatogénesis a través de la disminución en el número de células de Sertoli (M Lewis, et al. 2012).  
 
1.6.2.2 Motilidad espermática e interacción con el oviducto 
Diversas investigaciones relacionan los cannabinoides con la motilidad espermática. Estudios 
realizados en ratones knockouts para CB1 demostraron que cualquier interrupción de la vía de señalización 
de este receptor conduce a la adquisición precoz de la motilidad de los espermatozoides a lo largo del tracto 
reproductivo masculino (Ricci, et al. 2007). Por otra parte, también se ha observado que los espermatozoides 
provenientes de epidídimo carentes de FAAH, presentaban una motilidad comprometida, y 
consecuentemente, alteraron el proceso de fecundación, lo cual ha sido atribuido a los elevados niveles de 
AEA en el tracto reproductor masculino (Sun, et al. 2009).  
En relación a los efectos de los cannabinoides sobre la motilidad espermática, dependen del lugar 
en el que se encuentre el espermatozoide y del cannabinoide al que esté expuesto. Así, a nivel de epidídimo 
existe un gradiente de 2-AG desde la cabeza a la cola del epidídimo y existe la hipótesis de que la disminución 
de 2-AG promueve la motilidad y la puesta en marcha de los espermatozoides durante el viaje a través del 
epidídimo (Cobellis et al. 2010). Mientras que la AEA, a través de la activación de CB1, afecta negativamente 
a la motilidad del espermatozoide y afecta procesos vitales en la fisiología del movimiento, como la 
inhibición de la actividad mitocondrial (Rossato, et al. 2005), la respiración celular (Badawy, et al. 2009) y de 
la glucólisis (Barbonetti, et al. 2010). Se debe recordar que la presencia de un gradiente oviductal de AEA 
podría tener un impacto en las propiedades fertilizantes de células de espermáticas, participando en los 
complejos mecanismos que regulan el almacenamiento de espermatozoide, la capacitación y la selección 
dentro del oviducto (Talevi, et al. 2010, Wang, et al. 2006b).  
En el caso de la interacción del espermatozoide con las células del oviducto se ha propuesto que la 
AEA estimula la adhesión en los reservorios de semen disminuyendo la motilidad y el metabolismo, lo cual 
es importante para prolongar la vida fértil del espermatozoide hasta el momento de la ovulación (Gervasi, 
et al. 2009) y esta hipótesis es apoyada por otros autores que asocian la diminución en la motilidad producida 
por la AEA podría actuar como una señal capacitante (Maccarrone, et al. 2005) ya que la interacción del 
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espermatozoide con los reservorios del oviducto esta descrito como un evento favorable para la 
capacitación.   
1.6.3 El sistema cannabinoide como biomarcador de fertilidad  
Los datos descritos en los apartados anteriores ponen de manifiesto que la activación o alteraciones 
de cualquiera de los componentes del SC pueden afectar la regulación de diferentes fases de la reproducción 
y poner en peligro la fecundación y el comienzo de una nueva vida. Por esta razón se comienzan a estudiar 
a los cannabinoides como posibles biomarcadores en el diagnóstico de la infertilidad o como posibles dianas 
terapéuticas para su tratamiento en la práctica clínica (Di Blasio, et al. 2013, Rapino, et al. 2014).  
En lo que se refiere a la hembra, ya hemos visto como la concentración de AEA en líquido folicular 
puede ser un indicativo de maduración ovocitaria para seleccionar los ovocitos adecuados para tratamientos 
de fecundación in vitro (El-Talatini, et al. 2009b). Durante el embarazo temprano, la medición de AEA 
durante la fase lútea puede indicar el nivel de receptividad uterina, lo que podría ser de gran ayuda en el 
momento de la transferencia para obtener mayores tasas de implantación (El-Talatini, et al. 2009b). La 
medición de AEA en sangre, o la actividad de FAAH en linfocitos periféricos, permitiría controlar el riesgo 
de aborto, ya que mujeres que presentan abortos espontáneos durante  las primeras 8 semanas, presentan 
un mayor nivel de AEA circulante que embarazos sanos (Maccarrone, et al. 2002, Maccarrone, et al. 2000). 
Este mismo patrón se observa en la presencia de patologías como en embarazo ectópico y para las mujeres 
que no lograron alcanzar un embarazo a término después de ser sometidas a técnicas de reproducción 
asistida (Gebeh, et al. 2012). Como nota final, un estudio reciente ha demostrado la expresión diferencial de 
NAPE-PLD y FAAH en el la placenta con preeclampsia comparada con placenta normal (Aban, et al. 2013). 
Por lo anteriormente expuesto, se podría sugerir que los niveles de AEA y/o  la actividad FAAH podría ser 
interesantes biomarcadores que se podrían añadir a los diagnósticos que ya se realizan a nivel clínico para 
distinguir un embarazo viable de uno no viable (Daponte, et al. 2013, Nicolaides, et al. 2014). 
En lo referente al macho, el análisis de semen que se realiza a nivel clínico utiliza diversos 
parámetros como la concentración, la motilidad y la morfología de los espermatozoides, para cuantificar la 
calidad espermática. En esto contexto, algunos estudios han demostrado que los niveles de cannabinoides 
en plasma seminal disminuyen en los hombres infértiles con normozoospermia que estaban diagnosticados 
como infértiles, además de estar igualmente disminuidos en otras patologías como asthenozoospermia, 
oligoastenoteratozoospermia, y teratozoospermia (Amoako, et al. 2013, M Lewis, et al. 2012). Sería 
interesante determinar si la evaluación de componentes del sistema cannabinoide, como los receptores en 
las células espermáticas, o la presencia de cannabinoides en el plasma seminal podría ser un indicio de 
anomalías de espermatozoide, y por tanto, podría ser utilizado como una herramienta de diagnóstico en el 
campo de la medicina reproductiva.  
En la actualidad el análisis clásico de semen no es una prueba perfecta y en muchos casos no puede 
predecir con precisión la capacidad para fecundar el ovocito (Guzick, et al. 2001, Jequier 2010). En los 
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últimos años, se han desarrollado un número de pruebas para evaluar más específicamente la calidad del 
ADN de espermatozoide con el que se va a fecundar, lo cual puede ser más informativo y relevante a nivel 
clínico (Vasan 2011). En este contexto, estudios recientes han explorado la posible implicación de la 
señalización CB1 en remodelación de la cromatina de las espermátidas de ratón (Cacciola, et al. 2013), se ha 
observado que la inactivación genética de CB1 parece aumentar la retención de histonas y disminuye la 
expresión de genes que tienen un papel directo en el mantenimiento de la integridad del ADN (Chioccarelli, 
et al. 2010). La retención de histonas está asociada a una mala calidad de la cromatina en espermátidas y 
podría afectar la longitud nuclear del espermatozoide maduro (Johnson, et al. 2011), algunos autores 
basándose en este concepto sugieren que podría ser utilizado como biomarcador para identificar 
morfológicamente espermatozoides normales y con buena calidad de la cromatina (Cacciola, et al. 2013). 
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Objetivo general 
 El objetivo de esta tesis es contribuir al conocimiento del sistema cannabinoide sobre la fisiología 
de los gametos, tanto ovocito como espermatozoide, describiendo cuales pueden ser los posibles efectos 
que producen los cannabinoides y cuáles pueden ser las vías de actuación.  Este objetivo global se puede 
separar en tres objetivos generales relativos a los tres capítulos experimentales de la tesis: 
Objetivos 1ª parte 
La maduración in vitro (MIV) supone una alternativa para evitar la administración de fármacos para 
la estimulación ovárica. Actualmente se hace necesario mejorar los protocolos de maduración in vitro 
buscando compuestos que puedan impulsar las señales que conlleven a una adecuada maduración. El 
objetivo general de esta primera parte es analizar la importancia de la señalización cannabinoide, así 
como las señales que desencadena la activación de los receptores CB1 y CB2 durante la maduración, y cómo 
estas pueden afectar el reinicio de la meiosis, la fecundación y el posterior desarrollo embrionario. 
Objetivos específicos  
1. Analizar la dinámica de expresión y localización de los receptores cannabinoides CB1 y 
CB2 durante las diferentes etapas de la maduración y el posterior desarrollo embrionario 
en el modelo murino. 
2. Evaluar mediante el uso de modelos knockout Cnr1-/-, Cnr2-/- y Cnr1-/-/Cnr2-/-  si la ausencia 
de los receptores cannabinoides afecta a los procesos de maduración, fecundación y 
desarrollo embrionario temprano. 
3. Determinar el efecto de la adición de cannabinoides durante la maduración en la 
fosforilación de las proteínas AKT y ERK1/2, fundamentales en el reinicio de la meiosis.  
4. Evaluar si la adición de cannabinoides durante la etapa de maduración afecta al posterior 
desarrollo embrionario. 
Objetivos 2ª parte 
A pesar de que el modelo murino muestra similitudes con el humano en la ubicación de los 
receptores cannabinoides durante la maduración del ovocito, se hace necesario evaluar otros modelos 
animales más similares al humano en cuanto a la fisiología ovárica y los procesos que se dan durante las 
primeras etapas del desarrollo embrionario (Menezo, et al. 2000).  El objetivo general de la segunda parte 
es utilizar el modelo bovino de maduración in vitro para analizar la dinámica de expresión y localización de 
los receptores cannabinoides y determinar si su activación durante la maduración modula vías de 
señalización que afectan el reinicio de la meiosis y la calidad posterior de los embriones producidos.  
Objetivos específicos  
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1. Analizar la dinámica de expresión y localización de los receptores cannabinoides CB1 y 
CB2 durante las diferentes etapas de la maduración y el posterior desarrollo embrionario 
en el modelo bovino. 
2. Determinar el efecto de la adición de cannabinoides durante la etapa de maduración en la 
fosforilación de las proteínas AKT y ERK 1/2  y sus posibles efectos en el reinicio de la 
meiosis y el desarrollo embrionario.  
3. Evaluar la calidad de los embriones producidos a partir de ovocitos expuestos a 
cannabinoides 
Objetivos 3ª parte 
Conociendo la presencia de los receptores cannabinoides en espermatozoides de diferentes 
especies, y debido a que algunos autores han asociado el consumo de Cannabis o la incubación de los 
espermatozoides con compuestos cannabinoides con efectos sobre la motilidad,  el objetivo general de la 
tercera parte es analizar el efecto de los cannabinoides en los espermatozoides de ratón, analizando su 
efecto in vitro o en un modelo de consumo crónico de THC, determinando el efecto sobre su motilidad, su 
viabilidad espermática y su capacidad para fecundar y producir embriones. 
Objetivos específicos  
1. Evaluar el efecto de un tratamiento agudo con dosis crecientes de THC sobre los 
parámetros de motilidad espermática. 
2. Evaluar si el tratamiento crónico de THC afecta la expresión del receptor CB1 y determinar 
si la regulación obedece a mecanismos epigenéticos.  
3. Estudiar los efectos del consumo crónico de THC en el sistema reproductivo a nivel 
macroscópico evaluando el peso de testículos y epidídimos, y a nivel microscópico 
analizando cambios en la espermatogénesis a nivel de los túbulos seminíferos. 
4. Determinar la capacidad para fecundar y producir embriones in vitro de espermatozoides 
sometidos a un tratamiento crónico de THC. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
45 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Materiales y Métodos 
 
 
   
46 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 Materiales y métodos 
47 
 
3.1 Animales 
Todos los animales utilizados en el desarrollo de esta tesis fueron mantenidos en condiciones 
controladas de temperatura (23 ± 1°C) y con ciclos de 14 h de luz y 10 h de oscuridad, y se les dio libre 
acceso a agua y comida. Todos los procedimientos experimentales con ratones fueron aprobados por la 
Junta de Revisión Institucional del Instituto Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria 
(INIA), con el número de permiso CEEA2012 / 021, y se llevaron a cabo de acuerdo con la Guía para el 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio avalado por la Sociedad para el Estudio de la Reproducción y 
la legislación europea. Los animales para todos los experimentos se sacrificaron por dislocación cervical 
evitando al máximo el sufrimiento del animal.  
3.1.1 Animales de genotipo salvaje (WT) 
Animales híbridos de la línea B6D2F1, producidos mediante el cruce de hembras C57BL6/J con 
machos DBA/2 (Harlan Iberica SL), se utilizaron como donantes de ovocitos y espermatozoides. Las 
hembras destinadas a ser receptoras para los experimentos de transferencia de embriones fueron de la línea 
CD1 (Harlan Iberica SL). 
Para la realización de los experimentos que requerían la comparación de un genotipo WT con los 
genotipos knockouts, se utilizó la línea C57BL6/J (Harlan Iberica SL) como donante de ovocitos, 
espermatozoides o embriones, con el objetivo de que tuviese el mismo fondo genético que los modelos 
knockout. 
3.1.2 Animales knockouts para receptores CB1, CB2 y doble KOs 
Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron diferentes modelos en los que se eliminaron los genes 
CB1 (Cnr1–/–), CB2 (Cnr2–/–) o ambos receptores (Cnr1–/–/Cnr2–/–) para la obtención de ovocitos o 
embriones, tanto para los trabajos in vivo como in vitro. 
Los genotipos Cnr1–/– y Cnr2–/– fueron donados por El Grupo de Señalización por Cannabinoides, que 
pertenece al Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de las Facultades de Ciencias Químicas y 
Biológicas de la Universidad Complutense de Madrid. Con estos animales se estableció una colonia 
permanente en nuestro laboratorio, mantenidas siempre en homocigosis. Para la generación del tercer 
genotipo Cnr1–/–/Cnr2–/– o doble knockouts para ambos receptores, fueron cruzados hembras y machos de 
los genotipos Cnr1–/– y Cnr2–/– según leyes mendelianas hasta obtener fundadores doble knockouts, con los 
que se estableció la colonia para este genotipo. 
3.1.2.1 Cría 
Los procesos de cría y producción de animales se realizaron según la recomendación del 
departamento de Reproducción Animal del INIA. Brevemente, la creación de los cruces para el 
mantenimiento de las líneas se realizó teniendo en cuenta una proporción de dos hembras por macho, las 
Materiales y métodos  
 
48 
 
camadas obtenidas se destetaron a los 21 días postparto y fueron separados diferenciando machos de 
hembras.  
3.1.2.2 Obtención de ADN de tejido de ratón para genotipado 
Al día 12 post-parto se cortó un trozo de cola del animal y se incubo en 35 μl de una solución 
tampón compuesta por [Tris-HCl 10 mM, EDTA 100 mM, SDS 0.5% (p/v), pH 7.4] y 20 mg/mL 
proteinasa K (Sigma P-8044) durante toda la noche a 55ºC. Al día siguiente se adicionó 200 μl de ddH2O 
diluir la muestra, y se realizó agitación intensa, seguido de centrifugación a 10,000 rpm × 5 minutos a 
temperatura ambiente (TA).  
El genotipado de los animales se realizó por PCR convencional con 1 μl de la solución anterior, 
una muestra del resultado se muestra en  la Figura 3.1. Los oligonucleótidos y condiciones de PCR quedan 
recogidos en la Tabla 3.1.  
 
 
 
 
 
 
Tabla 3.1 Oligonucleótidos utilizados para el genotipado 
     
Gen Primer Secuencia 
Producto 
(pb) 
Condiciones 
(Tm y ciclos) 
     
Cnr1 P1 5' GCTGTCTCTGGTCCTCTTAAA 3' WT:400 54 ºC, 35 ciclos 
 P2 5' GGTGTCACCTCTGAAAACAGA 3' KO: 300  
 P3 5' CCTACCCGGTAGAATTAGCTT 3'   
     
     
Cnr2 P1 5' AAATGCTTGATTGGTGTCAGCTCTC 3' WT: 1000 
54 ºC, 35 ciclos  P2 5' GGCTCCTAGGTGGTTTTCACATCAGCCTCT 3' KO: 800 
  P3 5' TAAAGCGCATGCTCCAGACTGCCTT 3'   
 
 Figura 3.1 Ejemplo de resultado del 
genotipado de ratones control para la pcr en 
heterocigosis para ambos genes Cnr1+/–
/Cnr2+/–, y de los diferentes genotipos de 
los animales transgénicos utilizados: Cnr1–/–
,  Cnr2–/– o doble knockout Cnr1–/–
/Cnr2–/–. 
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3.2 Producción de embriones in vitro en el modelo murino 
3.2.1 Obtención de complejos cúmulo-ovocito (CCOs)   
Se utilizaron hembras de 8-10 semanas de edad para tener una cantidad suficiente de CCOs en la 
recuperación ovárica después de la superovulación. Las hormonas utilizadas, tanto el suero de yegua preñada 
(PMSG) (Folligon®), como la Gonadotropina coránica humana (hCG) (Veterincorion® Equinvest), se 
utilizaron a 7.5 UI disueltas en suero fisiológico en inyecciones de 0,1 mL por animal. En el caso que los 
ovocitos fueran destinados para maduración in vitro, se realizó solo la inyección de PMSG. Para la obtención 
de ovocitos madurados in vivo y/o producción de embriones que no implicara maduración in vitro, se 
inyectaron las dos hormonas con un intervalo de 48 h entre ambas.  
 
 
3.2.2 Maduración in vitro de ovocitos 
Este protocolo describe los pasos a seguir para madurar ovocitos murinos in vitro. Está basado en 
trabajos previos (Martin-Coello, et al. 2008) con modificaciones realizadas en el departamento de 
Reproducción Animal del INIA. Para la obtención de CCOs para maduración in vitro, los animales se 
sacrificaron por dislocación cervical entre 48 y 50 h después de la administración de PMSG. Se realizó una 
incisión en forma de "V" desde el abdomen inferior extendiéndose hacia los laterales del diafragma, con 
objeto de exponer todos los órganos de la cavidad peritoneal. Los ovarios se extrajeron, se limpiaron 
totalmente de la grasa y se colocaron en placas de 35 mm con medio M2 para realizar la punción de los 
folículos visibles utilizando una aguja de calibre 30-G (Figura 3.2).  
Figura 3.2 Métodos de 
obtención para ovocitos 
in vivo e in vitro. 
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Como medio de maduración, se utilizó TCM-199 (Sigma-4530) suplementado con 0.5% de 
gentamicina (Sigma G-1272), 0,01 mg/mL de factor de crecimiento epidérmico (EGF; Sigma E-4127) y 
10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB). Los CCOs seleccionados se lavaron dos veces en medio M2 y una 
tercera vez en medio de maduración, se dividieron en grupos de entre 30 y 40 CCOs y se incubaron a 37°C 
en una atmósfera controlada de 5% de CO2 y humedad saturada durante 17 h en  placas Nunc de 4 pocillos 
(Nunc, Roskilde, Denmark)  que contenían 500 µl de medio de maduración. La suplementación con los 
compuestos cannabinoides y/o el vehículo se hizo en el medio de maduración 5 minutos antes de poner los 
CCOs para evitar su degradación. Cumplido el tiempo de incubación, los CCOs se utilizaron para la 
fecundación in vitro o para los análisis pertinentes que se describen en apartados posteriores. 
3.2.2.1 Incubación con agonistas y antagonistas para CB1 y CB2 
Durante la maduración, los CCOs se incubaron con diferentes dosis de un agonista para CB1 el 
HU-210 [(6aR,10aR)-3-(1,1-Dimethyl-heptyl)-6a,7,10,10a-tetrahydro-1-hydroxy-6,6-dimethyl-6H-
dibenzo[b,d]pyran -9-methanol], y un agonista selectivo para el receptor CB2 JWH-015 [2-methyl-1-propyl-
1H-indol-3-yl)-1-naphtalenyl-methanone]. Las soluciones stock de HU-210 y JWH-015 se prepararon en 
DMSO debido al carácter lipofílicos de los compuestos utilizados. Grupos de 30 y 40 CCOs se expusieron 
a ambos cannabinoides, HU-210 y JWH-015, partiendo de concentraciones similares a las encontradas a 
nivel fisiológico en el plasma durante la fase folicular, 1 nM (Lam, et al. 2008). Siguiendo este parámetro se 
eligieron dosis crecientes de 1 nM, 10 nM y 100 nM, para evaluar el efecto en la activación de los receptor 
cannabinoides. Como control,  uno de los grupos de CCOs se cultivó con la misma cantidad de DMSO que 
se usó para añadir los compuestos cannabinoides.  
Para establecer la especificidad de la acción agonista de CB1 y CB2, se realizaron experimentos de 
antagonismo utilizando una dosis máxima de 100nM de SR141716A [N-(Piperidin-1-yl)-5-(4-chlorophenyl)-
1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-1H-pyrazole-3-carboxamide hydrochloride], también conocido como SR1, 
y de SR144528 [5-(4-chloro-3-methylphenyl)-1-[(4-methylphenyl)methyl]-N-[(1S,2S,4R)-1,3,3-trimethylbi-
cyclo[2.2.1]hept-2-yl]-1H-pyrazole-3-carboxamide], también conocido como SR2, antagonistas selectivos 
para los receptores CB1 y CB2 respectivamente. Estos compuestos también se prepararon en DMSO para 
garantizar su solubilidad. Para asegurar que se unieran adecuadamente a los receptores antes que los 
compuestos cannabinoides, y así evitar una posible activación prematura, los antagonistas se adicionaron en 
Figura 3.3: Criterios de selección de CCOs para 
maduración in vitro. 
Seguidamente se hizo la selección de los CCOs, 
todos ellos en estadio de GV, teniendo en cuenta la 
uniformidad del citoplasma y la presencia de células de 
granulosa rodeando totalmente al ovocito (Figura3.3). El 
tiempo de punción y selección no superó los 30 minutos 
para evitar el detrimento en la calidad de los CCOs 
recuperados. 
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primer lugar y en segundo lugar se adicionó el agonista. Finalmente, se realizó un grupo control utilizando 
solo los compuestos SR1 y SR2 para determinar si estos por sí mismos inducían algún efecto en la 
maduración del ovocito y el desarrollo embrionario. HU-210, SR1 y SR2 fueron donados por Guillermo 
Velasco e Ismael Galve-Roperh (UCM, Madrid). 
3.2.3 Maduración in vivo de ovocitos 
Para obtener ovocitos madurados in vivo, las hembras se sacrificaron por dislocación cervical 14 h  
después de la administración de hCG. Se realizó una laparotomía mediante incisión en forma de "V" desde 
el abdomen inferior extendiéndose hacia los laterales del diafragma, con el fin de exponer todos los órganos 
de la cavidad peritoneal. Los oviductos se extrajeron realizando un corte entre el ovario y el infundíbulo, y 
entre la  parte caudal del oviducto y la parte craneal del cuerno uterino, y se colocaron en placas de 35 mm 
con medio M2. Con ayuda de pinzas #5 se realizó la punción del ámpula para recuperar el cúmulo de 
ovocitos que ya han reiniciado meiosis y suelen encontrarse en estadio de MII y/o MÍ. Para la obtención de 
GV se realizó una punción ovárica de los folículos que no llegaron a ovular pero que lograron tener 
estimulación de ambas hormonas (Figura 3.2). 
3.2.4 Fecundación in vitro (FIV)  
La FIV se realizó siguiendo el método descrito por Martín-Coello y colaboradores (2008) con 
algunas modificaciones. Se utilizó el medio HTF (Human Tubular Fluid) suplementado con 2 mg/mL de 
albúmina sérica bovina (BSA), tanto para la preparación del semen como para la con-incubación de los 
gametos (Quinn, et al. 1985).   
3.2.4.1 Preparación de los espermatozoides 
Los espermatozoides se obtuvieron de epidídimos de machos de fertilidad probada de la línea 
B6D2F1. El sacrificio se realizó por dislocación cervical y se extrajo en una placa de 35 mm la cola del 
epidídimo y parte del conducto deferente. Seguidamente, se procedió a limpiar la mayor cantidad de grasa y 
a retirar el vaso sanguíneo que acompaña al conducto deferente, y se transfirió la cola del epidídimo a una 
gota de 500 µl de HTF atemperada y cubierta con aceite mineral. 
Utilizando unas pinzas, se hicieron pequeñas presiones en la base de la cola para obtener el semen. 
Los espermatozoides se incubaron a continuación durante 30 a 60 minutos a 37 ºC en una atmósfera 
saturada de humedad con 5% de CO2 en aire para facilitar la disgregación. Pasado este tiempo, se realizó el 
cálculo de la concentración utilizando una cámara Burker. 
3.2.4.2 Co-incubación de gametos 
Tanto a los ovocitos madurados in vitro como aquellos obtenidos por superovulación in vivo se les 
realizaron dos lavados en medio HTF antes de transferirlos a placas Nunc de 4 pocillos que contenían 500 
µl de HTF. Finalmente, se procedió a la inseminación con una dosis de 1 x 106 espermatozoides/mL. El 
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periodo de co-incubación de ambos gametos fue de 5 horas a 37 °C en atmósfera saturada de humedad y 
5% de CO2. 
3.2.5 Cultivo in vitro (CIV)  
Después de cumplir el periodo requerido para la fecundación, los presuntos zigotos se recogieron 
cuidadosamente y se transfirieron a una placa de 35 mm de medio HTF donde se eliminaron las células del 
cúmulo y los espermatozoides adheridos a la zona pelúcida mecánicamente mediante pipeteo. Finalmente, 
los zigotos se lavaron dos veces en medio HTF, antes de ponerlos en cultivo en gotas de 25 μl de medio 
optimizado simple de potasio (KSOM+aa) (Global ®).  Los embriones se cultivaron durante 5 días y se 
evaluó la tasa de división en el día 1, 24h después de la fecundación (hpf), y  la tasa de blastocistos en día 4, 
(96-100 hpf). 
3.2.6 Evaluación del transporte a través del tracto reproductivo 
Se superovularon ratonas de los 4 grupos genotipos salvaje, Cnr1–/–, Cnr2–/– and Cnr1–/–/Cnr2–/– (n 
= 6 por grupo) siguiendo el mismo protocolo de superovulación indicado en el punto 3.2.1. Las hembras 
fueron cruzadas con machos WT  para la obtención de embriones y se sacrificaron el día 3.5 post-coito. Los 
oviductos y los cuernos uterinos se separaron y lavaron con medio M2. Todos los embriones recuperados 
en el lavado de los diferentes genotipos se contabilizaron (salvaje n=167; Cnr1–/– n=117; Cnr2–/– n=172; 
Cnr1–/–/Cnr2–/– n=86) y se determinó su ubicación oviductal o uterina. Finalmente se realizó una 
clasificación de los diferentes estadios del desarrollo embrionario encontrados dentro de las siguientes 
categorías: ovocitos, 2 células, 4 células, mórulas, blastocistos tempranos, blastocistos y blastocistos 
eclosionados recuperados a 3,5 dpc. 
 
3.3 Producción de embriones in vitro en el modelo bovino 
3.3.1 Aislamiento y maduración in vitro de complejos cumulo-ovocito (CCOs) 
Los ovarios se obtuvieron de terneras adultas en el momento del sacrificio en los mataderos de 
Madrid Norte y Leganés (Madrid). Se transportaron en solución salina a una temperatura de 33-37ºC. Los 
CCOs inmaduros se obtuvieron en un tiempo inferior a 4 h tras el sacrificio de las hembras mediante la 
aspiración de folículos de entre 2 y 8 mm de diámetro. El líquido folicular obtenido se dejó decantar durante 
15 min y el botón celular se distribuyó en placas de 100 mm para realizar la búsqueda y selección de CCOs. 
Solo los CCOs con un citoplasma homogéneo y células del cumulo intactas se seleccionaron para el proceso 
de maduración en placas de 4 pocillos (Nunc, Roskilde, Denmark), utilizando 500 uL de medio de 
maduración TCM-199 suplementado con un 10% (v/v) de SFB y 10 mg/mL de EGF. Se maduraron grupos 
de 50 CCOs por pocillo durante 24h a 38.5ºC con 5% de CO2 y humedad relativa máxima (Rizos, et al. 
2002). 
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3.3.1.1 Suplementación durante la maduración con agonistas de cannabinoides durante la MIV 
Los CCOs se co-incubaron con los agonistas de cannabinoides HU-210 o THC.  Las soluciones 
stock de ambos cannabinoides se prepararon en DMSO debido al carácter lipofílicos de los compuestos 
utilizados.  La concentración final fue de 100 nM en el medio de maduración, de acuerdo con los 
experimentos llevados a cabo previamente donde se optimizó la dosis adecuada (López-Cardona, et al. 
2014). Los CCOs incubados con y sin DMSO se usaron como controles.  Se realizaron un total de 5 réplicas 
independientes. 
3.3.1.2 Progresión meiótica de los ovocitos bovinos madurados in vitro con cannabinoides exógenos 
Con el objetivo de determinar el impacto de HU-210 y THC en la rotura de la vesícula germinal 
(GVBD), los CCOs de ambos grupos experimentales, junto con el control con DMSO, se evaluaron las 
primeras 12 horas de maduración donde garantizando la observación del GVBD en el 100% de los ovocitos, 
como se ha descrito previamente  (Khatir, et al. 1998). Se tomaron muestras de cada grupo a las 2, 4, 6, 8 y 
12 h de la MIV (n=30 por cada estadio y grupo, en tres réplicas independientes). Brevemente, los CCOs se 
denudaron parcialmente mediante agitación durante 3 min en 0,1% de hialuronidasa y fijados con 
parafolmaldehído al 4% (Panreac, Barcelona, Spain) durante 20 min. Después, se lavaron dos veces en PBS 
y se incubaron en PBS con 10 μg/mL Hoechst 33342 durante 15 min. Los ovocitos se montaron en 
portaobjetos y cubiertos con cubre objetos para visualizar el estadio de maduración nuclear bajo un 
microscopio Nikon Optiphot-2 (Coy, et al. 2008). 
3.3.2 Fecundación in vitro (FIV)  
Después de 24 h de maduración, los CCOs se lavaron dos veces en medio de fecundación antes de 
ser transferidos en grupos de 50 a placas de cuatro pocillos, cada una con un volumen de 250 µl de medio 
de fecundación (medio FERT-TALP [Merck, Darmstadt, Germany] suplementado con 25 mM bicarbonato, 
22 mM lactato sódico, 1 mM piruvato sódico, 6 mg/mL BSA libre de ácidos grasos y 10 mg/mL heparina). 
La pajuela que contenía los espermatozoides de toro se descongeló a 37ºC durante 50 s y los 
espermatozoides motiles se separaron en un gradiente de densidad (BoviPure, Nidacon International, 
Mölndal, Sweden), centrifugados y re suspendidos en medio de fecundación. Posteriormente, 250 µl de esa 
suspensión se añadió a cada pocillo de fecundación para obtener una concentración final de 1 x 106 
espermatozoides/mL. Ambos gametos se co-incubaron durante 20 h a 38,5ºC en una atmósfera con un 5% 
de CO2 y humedad relativa máxima. 
3.3.3 Cultivo in vitro (CIV)  
Los presuntos cigotos se desnudaron mediante agitación durante 3 min y se lavaron dos veces en 
buffer fosfato salino (PBS) suplementado con un 3% de albúmina sérica bovina (BSA). Seguidamente, se 
procedió a cultivarlos en micro gotas de 25 µl de fluido sintético oviductal (SOF) (Holm, et al. 1999), 
suplementado con 5% de SFB bajo aceite mineral, distribuyéndolos en grupos de 25 embriones por gota. 
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Las condiciones para todo el periodo de cultivo de embriones fueron de 38,5ºC en una atmósfera del 5% 
de CO2, 5% de O2 y 90% de N2, con una humedad relativa máxima. La tasa de división se evaluó en el día 
2, (48 hpf) y la tasa acumulativa de blastocistos se evaluó los días 7, 8, y 9 post-fecundación. 
 
3.4 Técnicas de imagen 
3.4.1 Inmunofluorescencia de ovocitos y embriones 
Para localizar inmunocitoquímicamente los receptores CB1 y CB2, se utilizaron 3 hembras WT y 
tres replicas independientes para obtener una muestra de 20 ovocitos de cada estadio evaluado (n=20), tanto 
para los ovocitos madurados in vivo y/o in vitro, como para los embriones de ratón de los diferentes estadios 
de desarrollo desde zigoto hasta blastocisto. En el caso de la evaluación de la localización para ambos 
receptores en la especie bovina y donde los ovocitos provenían solo de maduración in vitro se utilizaron 
ovarios de tres replicas independientes y se evaluaron 20 ovocitos de cada estadio de maduración (n=20).   
Para los análisis de la fosforilación de AKT y ERK1/2, durante la maduración in vitro de ovocito de 
ratón en presencia o ausencia de cannabinoides, se utilizaron 20 ovocitos los cuales fueron retirados del 
medio de maduración a 0 y 1h para evaluar la respuesta inicial, y a las 17 h, para evaluar si los efectos en los 
cambios de fosforilación iniciales se mantenían hasta el final de la maduración. En el caso de la especie 
bovina, para analizar los mismos parámetros de fosforilación para AKT y ERK1/2 durante la maduración 
in vitro de ovocitos bovinos, en presencia o ausencia de cannabinoides, se obtuvieron 20 ovocitos del medio 
de maduración a 0, 5 y 30 min, para evaluar la respuesta inicial, y a las 24 h, para evaluar si la respuesta 
generada inicialmente por los cannabinoides producía un efecto en el ovocito maduro. 
Los ovocitos /yo embriones se lavaron en PBS suplementado con un 1% de poly vinyl alcohol 
(PBS-PVA) (Sigma P-8136) y fijados inmediatamente en parafolmaldehído al 4% (Panreac, Barcelona, Spain) 
durante 10 min a temperatura ambiente. Seguidamente, se lavaron con PBS, y se incubaron 45 min a 
temperatura ambiente en PBS-PVA con un 10% (v/v) de SFB y un 1% de tritón X-100 con el fin de 
permeabilizar las células y permitir el marcaje de antígenos intracelulares. Por otra parte, el contenido alto 
de suero hizo la función de bloqueo de los lugares de unión inespecíficos. Tras este tratamiento, se incubaron 
durante toda la noche a 4ºC en PBS-PVA, 5% de SFB normal y el primer anticuerpo deseado en cada 
análisis. La concentración para los diferentes anticuerpos se muestra en la Tabla 3.4. Tras cumplir el periodo 
de incubación con el anticuerpo primario, los ovocitos se lavaron dos veces y se incubaron a continuación 
en PBS-PVA suplementado con 5% de SFB, y 1:250 anticuerpo secundario policlonal de cabra Alexa Fluor® 
488 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron 
3 lavados en PBS-PVA. En todos los casos, los núcleos se tiñeron con Hoechst 33342 5µg/mL después del 
segundo lavado para facilitar la determinación del estadio de maduración de cada ovocito y/o el número de 
células para determinar el estadio embrionario. Finalmente, cada ovocito se montó en microgotas con medio 
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de montaje Fluoromount G (EMS, Hatfield, UK) y se examinó con un microscopio confocal (Olympus 
Fluoview FV500). De la misma manera, se prepararon controles negativos en todos los experimentos 
omitiendo el paso del anticuerpo primario antes de la adicción del anticuerpo secundario. En el caso de los 
receptores CB1 y CB2, se realizó un control negativo específico usando el péptido bloqueante de la misma 
casa comercial. Para los anticuerpos para  pAKT y pERK, no se realizaron controles con péptido bloqueante 
debido a que ya habían sido probados previamente mediante otras técnicas como western blot donde se 
probó su especificidad. 
3.4.2  Microscopio confocal 
Se utilizaron dos modelos de microscopios para detectar la fluorescencia. Por una parte un 
microscopio confocal Olympus Fluoview FV500. Para captar el inmunomarcaje se utilizó un laser de argón 
excitando a 488 nm (azul) y recogiendo a 505-520 nm (verde). El Hoechst 33342 para el marcaje de núcleos 
fue visualizado con un laser de argón excitando a 405 nm (UV) y recogiendo a 440 nm (azul) pero de manera 
secuencial para que no se mezclaran las señales del Alexa-488 y el  Hoestch 33342. Los objetivos utilizados 
fueron un 40X PlanApo de apertura numérica 0,85 y un 60X PlanApo de apertura numérica 1,4. Por otra 
parte se utilizó un microscopio de fluorescencia motorizado modelo Zaiss AccioObserver con sistema de 
iluminación estructurada Apotome 2. Los objetivos utilizados fueron un 40X PlanApo de apertura numérica 
0,8 y un 63X PlanApo Chromat de apertura numérica 1,4. 
 
3.4.3 Evaluación de la morfología de secciones de testículos 
Los animales se sacrificaron tal y como se describe en la sección 3.1. Los testículos se extrajeron en 
una sola pieza, se lavaron en PBS, y se colocaron en solución de Bouin [ácido pícrico 1% (p/v), 
formaldehido 10% (v/v), ácido acético 5% (v/v)], donde se mantuvieron toda la noche. Al día siguiente, los 
testículos se lavaron varias veces y se mantuvieron en  alcohol al 70%, para su envío a una empresa externa 
que se encargó de la inclusión del tejido en bloques de parafina y la realización de los cortes.  
3.4.3.1 Tinción con Hematoxilina-Eosina 
Para desparafinar los portaobjetos con cortes de testículos se utilizaron pases por xilol (4 
incubaciones de 4 min), y se pasaron a continuación por  concentraciones decrecientes de etanol, 100, 96 y 
70% (v/v), a razón de 1 min por cada solución. Seguidamente, los portaobjetos se lavaron exhaustivamente 
con agua corriente. Para el análisis de la morfología de los cortes de testículo, se realizó una tinción con 
hematoxilina Harris 3 min seguido por un lavado en agua corriente para permitir el viraje de color, seguido 
de una tinción con Eosina durante 1 min. Finalmente, se lavó con agua corriente y se pasó nuevamente por 
los pasos de alcohol creciente y finalmente por los 4 pases de xilol para nuevamente fijar la coloración. Las 
placas se cubrieron con medio de montaje y se utilizó un microscopio invertido Nikon Optiphot-2, para su 
evaluación.  
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3.4.3.2  Criterios de evaluación morfológica 
Para la evaluación de cada animal se contaron un total de 200 túbulos seminíferos y se tuvieron en 
cuenta las anormalidades encontradas en otros estudios de consumo crónico de cannabinoides. En primer 
lugar se evaluó el total de túbulos que mostraban una actividad espermatogénica completa desde la presencia 
de espermatogonia hasta la presencia de espermatozoides en el lumen y en segundo lugar aquellos túbulos 
que no contaban con la presencia de espermatozoides en el lumen. Posteriormente se analizaron daños a 
nivel celular como la presencia de vacuolas en las células de sertoli, desprendimiento de células en el lumen 
o presencia de células gigantes asociados a daños degenerativos de las células espermáticas. 
 
3.4.3.3  Determinación de apoptosis 
Para la detección de células apoptóticas utilizamos la técnica del TUNEL (Terminal 
Deoxynucleotidil Transferase-mediated dUTP Nick end- Labeling). Se utilizaron cortes de testículo de 12 
animales: 6 tratados con THC 10mg/kg/día durante 30 días y 6 tratados con vehículo. Para eliminar la 
parafina, los portaobjetos con cortes de testículos se incubaron en xilol (4 incubaciones de 4 min), y se 
pasaron a continuación por concentraciones decrecientes de etanol, 100, 96 y 70% (v/v), a razón de 1 min 
por cada solución. Seguidamente, los portaobjetos se lavaron exhaustivamente con agua corriente. Se utilizó 
el kit: In situ cell death detection Kit, TMR red. (ROCHE) y se siguieron las indicaciones del fabricante. El 
ensayo se basa en la presencia de roturas en el ADN que pueden ser identificadas mediante la 
desoxinucleotidil transferasa terminal o TdT, más una enzima que catalizará la adición de dUTPs que se 
encuentran ligados a un segundo  marcador (fluorocromo). Brevemente, para la tinción se utilizaron 60 µl 
de reacción compuesta por 55 µl de Label Solution + 5 µl  de enzima, y se añadieron 20  µl por cada punto 
o sección de tinción. Los portaobjetos fueron incubados a 37ºC en cámara húmeda durante 1 hora, y 
transcurrido ese tiempo se realizaron dos lavados con PBS de 5 min cada uno. Finalmente se realizó una 
tinción con Hoechst 33342 10 μg/mL en PBS durante 15 min. Para realizar los controles de la técnica, una 
muestra del mismo tipo de tejido fue incubada con todos los componentes descritos, excepto la transferasa 
terminal.  Las células teñidas de rojo brillante se consideraron dañadas en su ADN y, por tanto células en 
proceso apoptótico. Para la cuantificación se evaluaron 100 túbulos seminíferos contando el número de 
células positivas a TUNEL.  La relación entre el número de túbulos con presencia de células TUNEL-
positivas y el número total de túbulos seminíferos fue calculada y expresada como porcentaje de túbulos 
TUNEL positivos en cada grupo. 
 
3.5 Tratamientos de consumo de THC en ratones para evaluar 
fertilidad en el macho 
3.5.1 Exposición aguda a THC 
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La motilidad fue determinada después de 20 s de adicionar el THC a las concentraciones de 1, 10 y 
100 nM, o DMSO a la suspensión de espermatozoides. La evaluación se hizo de manera inmediata con el 
fin de evaluar la respuesta de los espermatozoides justo cuando entran en contacto con el THC. 
3.5.2 Exposición crónica a THC 
Se utilizaron ratones WT  de 21 días de edad post nacimiento (pn 21) con el fin que hubiese un 
efecto de del tratamiento sobre todo el ciclo de la espermatogénesis, los ratones se dividieron en dos grupos. 
Al grupo expuesto a THC se le administró vía intraperitoneal una dosis diaria de THC de 10 mg/kg disuelto 
en el vehículo: etanol:cremofor:salino 1:1:18 durante 30 días. Al grupo control se le administró la misma 
cantidad de vehículo durante los mismos días de tratamiento. Hasta ahora se asocian consumos crónicos a 
tratamientos que utilizan concentraciones entre 5 a 10 mg/k de peso /día y una duración de 20 días. La 
pauta de administración y la dosis que se han utilizado para este experimento se cataloga dentro de un 
consumo elevado con el fin de asemejarlo más a un consumo crónico. 
Los estudios realizados de consumo crónico en diferentes especies que incluyen ratón, rata, monos 
y humanos, difieren en cuanto al compuesto, que va desde el uso propio de la planta Cannabis sativa, extractos 
de la misma que contienen diferentes cannabinoides (THC, CBD, y CBN) hasta el uso propio del THC, la 
vía de administración y la concentración también varía en cada experimento. 
3.5.2 Evaluación de la motilidad espermática  
La muestra a analizar fue colocada sobre una lámina precalentada a 37ºC y fue mantenida a esta 
temperatura durante la evaluación de la motilidad en el microscopio Nikon Eclipse 50i microscope (Nikon, 
Tokyo, Japan) equipado con una cámara digital  Basler A312f (Basler AG, Ahrensburg, Germany) capaz de 
grabar 25 fotogramas/s. En cada muestra se grabaron 5 videos que contenían entre 20 a 60 espermatozoides 
móviles en el campo y se hicieron un total de 3 repeticiones por animal.  El análisis de las imágenes se realizó 
mediante el software Integrated Semen Analysis System (ISAS; Projectes i Serveis130 R+D S.L., Valencia, Spain). 
Los parámetros de motilidad elegidos en la evaluación: motilidad total (MT; %), motilidad progresiva (MP; 
%), velocidad rápida (VR; %), velocidad media (VAP; µm/s), velocidad rectilínea (VSL; µm/s), velocidad 
curvilínea (VCL; µm/s), rectitud del movimiento del espermatozoide (STR (%)=VSL/VAP), linealidad de 
la trayectoria curvilínea (LIN= VSL/VCL), oscilación de la trayectoria real con respecto a la trayectoria 
promedio (WOB=VAP/VCL), amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza con respecto a su trayectoria 
promedio (ALH; µm) y frecuencia de cruces o promedio de la frecuencia (en el tiempo) con la que la 
trayectoria curvilínea del espermatozoide cruza la trayectoria promedio (BCF; Hz).  
3.6 Técnicas de biología molecular 
3.6.1 Obtención de muestras 
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Los ovocitos y embriones para todos los experimentos se congelaron en grupos de 10 en tubos 
libres de ARNasas y congelados directamente en nitrógeno líquido a -196ºC. Posteriormente, se 
almacenaron a -80ºC hasta el momento de ser usados para los análisis tanto para la extracción de ARN 
como para la de ADN. 
Las muestras de tejidos se extrajeron de la corteza cerebral y para los testículos desde la túnica 
albugínea hasta la rete tesis. Ambos tejidos se utilizaron para extracción de ARN con el objetivo de evaluar 
la expresión de los receptores. En el análisis de metilación, se utilizaron corteza cerebral y embriones que 
provenían de las mismas muestras anteriormente descritas.  
3.6.2 Análisis de la expresión génica 
Los procedimientos moleculares realizados para la cuantificación de la abundancia relativa del ARN 
mensajero (ARNm) se llevaron a cabo siguiendo protocolos estandarizado en el grupo de Embriología 
molecular, células troncales y transgénesis del departamento de Reproducción Animal del descritos 
previamente (Bermejo-Alvarez et al. 2010). 
3.6.2.1 Obtención de ARN de ovocitos y embriones 
Para la extracción del  ARN poliadenilado se utilizaron grupos de 10 ovocitos/embriones de cada 
estadio a analizar mediante el kit de extracción directa de ARNm Dynabeads® ARNm DIRECT™ Kit 
(Dynal Biotech, Oslo, Noruega), siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones 
(Bermejo-Alvarez, et al. 2010). Brevemente, el protocolo de aislamiento se basa en pares de base entre los 
residuos de poliA en el extremo 3' de la mayoría del ARNm y los residuos de oligo (dT) unidos 
covalentemente a la superficie del Dynabeads®. Otras especies de ARN que carecen de una cola poliA no 
se hibridan con los gránulos y se eliminan fácilmente. El ARN ribosómico, el ADN, las proteínas y pequeñas 
moléculas de ARN (como ARN de transferencia, micro ARN y pequeños ARN nucleolares) no se unen a 
los gránulos y se descartan. Las muestras de ARN obtenidas se resuspendieron en 30 μl de Tris-HCl para 
continuar con el protocolo de la retrotranscripción. Para los experimentos de análisis de los receptores 
durante las diferentes etapas del desarrollo embrionario y con objeto de compensar las posibles diferencias 
en el contenido de ARN entre los diferentes estadios a analizar, se añadieron a cada tubo 10 ng del ARN 
mensajero de la globina del conejo (Sigma R1253) junto con el buffer de lisis con el fin de utilizarlo como 
un control exógeno.  
3.6.2.2 Obtención de ARN de tejidos 
Para la obtención de ARN de tejido se extrajo una biopsia de aproximadamente 4 y 5 mm3 de 
muestra previamente almacenadas a -80ºC en un tubo eppendorf de 1.5 mL. En una campana extractora de 
gases, y sobre hielo, se añadió Trisure TM (Bioline) a razón de 800 μl por tubo con el fin de conseguir la 
lisis celular y solubilizar el ARN. Seguidamente, utilizando mezcladores, se homogenizó el tejido hasta 
triturarlo completamente, se dejó reposar 5 minutos y se añadieron 160 μl de cloroformo. Las muestras se 
 Materiales y métodos 
59 
 
agitaron con la ayuda de un agitador mecánico, y se dejaron reposar 3 min a temperatura ambiente, después 
se centrifugaron por 15 min, 12,000 × rpm a 4ºC. Se obtuvieron dos fases, la inferior orgánica que contenía 
las proteínas y el ADN, y la superior acuosa con el ARN, que se transfirió a un nuevo eppendorf. El volumen 
con el ARN solubilizado se mezcló con un volumen igual de isopropanol, agitando por inversión, y 
mantenido a −20ºC durante más de una hora para permitir la precipitación de los ácidos nucleicos. Se 
obtuvo un precipitado blanco por centrifugación (15 min, 12,000 × g, 4ºC). Se eliminó el sobrenadante y se 
lavó el precipitado con 1 mL de etanol al 70% (v/v). Finalmente, se realizó una nueva centrifugación y se 
re suspendió el precipitado de ARN en 50 μl de Tris-HCl para continuar con el protocolo de la 
retrotranscripción.  
3.6.2.3 Síntesis de ADNc por retrotranscripción 
Para eliminar posibles contaminaciones con ADN,  las muestras de ARN se incubaron con 5 U de 
ADNasa I (DNase I zymo research E1009) en una solución tampón durante 15 min a 20-30ºC. Para la 
síntesis del ADNc, la solución de ARN se sometió a transcripción inversa utilizando oligonucleótidos 
poly(T), oligonucleótidos aleatorios (Biotools, España) y la enzima transcriptasa inversa MMLV (MMLV 
High Performance Reverse Transcriptase, Epicentre Biotechnologies) en un volumen total de 40 μl. En un 
primer paso, los tubos de cada muestra se calentaron a 70°C durante 5 minutos con objeto de desnaturalizar 
la estructura secundaria del ARN y permitir la unión de los cebadores. Tras esta incubación, la mezcla de la 
reacción de la TI se completó con 100 U.I de transcriptasa inversa MMLV. Tras 10 minutos a 25°C, la 
mezcla se sometió a una incubación de 37°C durante 60 minutos para permitir la transcripción inversa del 
ARNm, seguido de una incubación de 5 minutos a 84°C para desnaturalizar la enzima. 
3.6.3 PCR convencional y electroforesis en geles de agarosa 
La PCR se realizó a partir de ADN extraído de cola de ratón o bien de ADNc. Se usaron reactivos 
de Biotools, Madrid y Promega. Para la reacción, se utilizó un 1 μl de ADN en un volumen final de 25 μl 
compuesto de tampón de reacción [Tris-HCl 75 mM, MgCl2 2 mM, KCl 50 mM, (NH4)2SO4 20 mM, pH 
9.0], oligonucleótidos 0.2 μM (cada uno), dNTPs 0.2 mM (cada uno) y 1 U de ADN polimerasa. Para la 
PCR, se usó un termociclador Veriti 96-well (Life Technologies). Las condiciones para llevar a cabo la pCR 
fueron las siguientes. Los oligonucleótidos utilizados en PCR con ADNc como molde están recogidos en 
las Tablas 3.5 y 3.6. Cuando fue posible se diseñaron oligonucleótidos de tal forma que uno de la pareja 
hibridase con uniones exón-exón (específicos de ARNm maduros). Salvo excepciones indicadas, los 
oligonucleótidos son específicos para Mus musculus. 
El producto de la PCR se completó con un tampón de carga, concentración final [Tris-Hcl, 1.7 
mM, azul de bromofenol 0.005% (p/v), xileno cianol 0.005% (p/v), glicerol 10% (v/v), EDTA 10 mM, pH 
7.6], y fue resuelto mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% (p/v) en TAE (Tris-HCl 40 mM, 
ácido acético 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8.0), suplementado con GelRed (Biotium, Hayward, EE.UU.) tras 
la disolución de la agarosa. Tras la electroforesis, se llevó a cabo en tampón TAE. Los marcadores para la 
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electroforesis de ADN fueron los siguientes: para PCR, Phi-X174/HaeIII (Promega) o el PCR low ladder 
set (Sigma-Aldrich); para plásmidos o fragmentos grandes, Lambda/HindIII (Promega) o 1 Kb Plus Ladder 
(Life Technologies). El resultado se visualizó mediante un transiluminador UV, y las imágenes captadas con 
una cámara CCD (charged coupled device), ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, Hercules, EE.UU.) 
De cada estadio de maduración (GV, MI and MII), el ARN procedente de 20 ovocitos (n=3) se 
extrajo tal y como se mencionó anteriormente. Se utilizaron cuatro grupos de cDNA por grupo experimental 
para determinar la presencia o ausencia de ARNm para CB1, CB2, y H2azf como gen housekeeping. Las 
células fetales y las células de sertoli de animales wild type se emplearon como controles de expresión, se 
utilizó como un control interno H2azf. Los oligonucleótidos usados para la PCR se describen en la Tabla 
3.5. Las reacciones de PCR se realizaron bajo las siguientes condiciones: 95°C durante 3 min, 35 ciclos de 
94°C durante 15 s, 54°C durante 25 s y 72°C durante 20 min, seguido de una extensión final a 72ºC durante 
5 min. La mezcla se separó electroforéticamente en un gel de agarosa al 2%.  
3.6.4 PCR cuantitativa 
Utilizando el termociclador Rotorgene 6000 Real Time Cycler (Corbett Research, Sydney, Australia) 
la qPCR se llevó a cabo añadiendo 2 μl de ADNc de cada muestra por cada 20 μl de mezcla final de reacción 
con GoTaq® qPCR Master Mix  (Promega) y oligonucleótidos específicos recogidos en la Tabla 3.6. El 
ciclo de PCR consistió en una primera incubación de 3 minutos a 94 ºC seguida de 40 ciclos de 94 ºC 10 s, 
56 ºC 30 s y 72 ºC 30 s. La abundancia relativa de los ARNm fue calculada tomando el ARNm de H2afz 
como control o housekeeping. Las medidas se realizaron por duplicado en un total de mínimo tres muestras 
por grupo experimental. 
El análisis de los datos se realizó mediante el método del ciclo umbral comparativo (Schmittgen y 
Livak 2008). En este método la fluorescencia es adquirida al final de cada ciclo para determinar el ciclo 
umbral (cycle threshold, Ct), o ciclo por encima del cual la fluorescencia se eleva por encima de la existente 
en el fondo de cada muestra, y capturándola en la fase logarítmica de la curva de emisión fluorescente. En 
esta zona una diferencia de un ciclo equivale al doble de cantidad del producto amplificado obtenido en la 
PCR. En cada muestra, los valores fueron normalizados frente a la cantidad de ADN presente en la muestra 
sustrayendo del Ct del gen a evaluar del Ct del gen de referencia o housekeeping en nuestro caso la H2afz 
(dCt). De la misma forma, la relativización de cada grupo experimental se determinó utilizando el dCt más 
alto de los grupos analizados, como constante arbitraria para ser sustraída del dCt del resto de las muestras 
(ddCt), aplicando posteriormente ese valor a la fórmula 2–ddCt. La concentración de ADN de las muestras 
se determinó de manera que se ajustaran al rango dinámico de la qPCR. 
3.6.5 Secuenciación genómica mediante bisulfito para análisis del patrón de metilación de 
la región promotora del gen Cnr1 
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3.6.5.1 Extracción de ADN y tratamiento con bisulfito  
Para el análisis del estado de metilación de la región promotora del gen CB1 se trabajó con ADN 
genómico obtenido a partir de muestras de cerebro y embriones. Las muestras fueron inicialmente digeridas 
con 500 µl de proteinasa K (20mg/ml) en buffer STES (50 mM Tris-HCl pH=8, 20 mM NaCl, 1 mM 
EDTA,  0,1%  SDS) durante 1 h a 55 ºC, con posterior inactivación de la proteinasa K a 95 ºC durante 5 
min. Una vez digeridas, las muestras fueron centrifugadas a 13.000 rpm durante 5 min, y 200 µl del 
sobrenadante fue utilizado para la obtención del ADN genómico mediante el método de extracción con 
fenol-cloroformo. El ADN genómico obtenido fue re suspendido en 100 µl de agua libre de 
ARNasas/ADNasas, y se procedió a su cuantificación en un espectrofotómetro (Biophotometer, 
Eppendorf) mediante lectura de la absorbancia a 260 nm.  
 
Aproximadamente 500 ng del ADN genómico de cada muestra fue tratado con bisulfito utilizando 
el kit MethylEdge® Bisulfite Conversion System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
reacción de conversión fue realizada añadiendo 130 µl del reactivo de conversión Bisulfite ME Conversion 
Reagent a cada muestra e incubando las mismas en un termociclador a 94 ºC durante 8 min y 54 ºC durante 
60 min. Posteriormente se procedió al lavado y desulfonación del ADN convertido, empleando para ello las 
columnas y reactivos provistos por el kit. Finalmente, el ADN convertido fue diluído en 20 µl de buffer de 
elución y se procedió inmediatamente a su amplificación por PCR como se describe a continuación. 
 
3.6.5.2 Diseño de oligonucleótidos y amplificación mediante PCR 
Empleando el programa MethPrimer (www.urogene.org/methprimer/) se diseñaron 4 pares de 
cebadores para amplificar 3 islas CpG contenidas en la región promotora del gen CB1. El primer par de 
cebadores (Forward 1: 5´-GTTAGGTAGTTGAGGATTGGAGG-3´, Reverse 1: 5´- AAAACTCTACA 
AACAACCCAAACTC - 3´) se utilizó en una primera reacción de PCR para amplificar un producto de 907 
pb. Dicha reacción de PCR se llevó a cabo en todas las muestras en un volumen final de 25 µl conteniendo 
3 µl del ADN convertido con bisulfito, 10 μM de cada cebador, 0.1 mM de dNTPs (Biotools, Madrid, 
Spain), 2 mM de MgCl2, 5X GoTaq Flexi Buffer y 1U de enzima GoTaq DNA Polymerase (Promega, 
Madison, WI, USA). El programa de amplificación fue el siguiente: 95 ºC - 2 min, 5 ciclos de 95 ºC - 20 seg, 
50 ºC - 1 min, 72 ºc - 1 min y 15 seg, seguido de 30 ciclos de 95 ºC - 20 seg, 50 ºC - 1 min, 72 ºC - 1 min y 
30 seg, y finalmente una etapa de extensión final a 72 ºC durante 4 min. Finalizada esta reacción, se utilizó 
el producto de esta primera PCR para realizar 3 reacciones de PCR anidada para amplificar las 3 islas CpG 
mencionadas anteriormente, utilizando para ello las siguientes combinaciones de cebadores: A) Forward 2: 
5´- GTTAGGGAGTAGAGTAGGGTGAGGT- 3´ y Reverse 2: 5´- 
TATTAATAAACCTTTATCCTACCCT – 3´ para amplificar una región de 235 pb de la región promotora 
que contiene 26 CpG , B) Forward 3: 5´- AGGGTAGGATAAAGGTTTATTAATA - 3´ y Reverse 3: 5´- 
CCCTAAAACTAACTCCCCTAAACTC – 3´ para amplificar una región de 245 pb de la región promotora 
que contiene 24 CpG y C)  Forward 4: 5´- TGATTTTTAGTGAGGTTTTGGTAATG - 3´ y Reverse 4: 5´- 
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ACCTCACCCTACTCTACTCCCTAAC – 3´ para amplificar una región de 131 pb de la región promotora 
que contiene 9 CpG. En estos tres casos la PCR se realizó a partir de 2 µl de la primera PCR y utilizando el 
siguiente programa de amplificación:  95 ºC - 3min, 35 ciclos de 95 ºC - 20 seg, 54 ºC - 30 seg, 72 ºC - 45 
seg y una etapa de extensión final a 72 ºC durante 20 min. Para confirmar la presencia y el tamaño esperado 
de los productos de amplificación, 5 µl de cada reacción de PCR fueron sometidos a una separación 
electroforética a 120 V durante 20 min en un gel de agarosa al 2 % teñido con safe view. 
3.6.5.3 Clonado y secuenciación 
Los productos de PCR que presentaron el tamaño esperado fueron purificados con el kit 
FavorPrep™ GEL/PCR Purification Mini kit (Favorgen Biotech Corp) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. A continuación, los productos purificados fueron clonados en el vector pGEM-T Easy 
(Promega) y transformados en bacterias competentes Escherichia coli de la cepa DH5α. Las bacterias 
transformadas fueron luego sembradas en placas de LB agar suplementadas con ampicilina, IPTG y X-gal, 
y se incubaron durante toda la noche a 37 ºC. Posteriormente se seleccionaron 10-20 colonias blancas 
independientes por cada isla CpG/muestra analizada y mediante PCR se confirmó que dichas colonias 
tuvieran el inserto de interés.  Las colonias positivas fueron luego crecidas durante toda la noche a 37ºC en 
agitación a 500 rpm en medio LB con ampicilina (50 μg/ml), y se procedió luego a purificar los plásmidos 
utilizando el kit GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). Tras extraer el ADN plasmídico, se 
determinaron los estados de metilación de las distintas islas CpG mediante secuenciación, utilizando un 
cebador para T7, secuencia contenida en el vector. Las muestras se enviaron al servicio de secuenciación 
INIA-CISA. Finalmente, las secuencias obtenidas se analizaron mediante el programa Codon Code Aligner. 
Adicionalmente se utilizó el programa CpGviewer para analizar los datos de metilación. 
 
3.7 Otras técnicas 
3.7.1 Programas utilizados 
3.7.1.1 Biología molecular 
• Primer-BLAST: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) Diseño de oligonucleótidos y 
comparación de secuencias con las bases de datos. 
• CodonCode: (http://www.codoncode.com/) programa para alineamiento de secuencias utilizado en los 
análisis de los resultados de secuenciación.   
3.7.1.2 Trabajo con imágenes 
• FV10-ASW 3.0 Viewer de Olympus: utilizado para la operación del microscopio confocal y toma de 
imágenes. 
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• Adobe Photoshop CS3: (Adobe, San Jose, EE.UU.) Ajustes de imágenes. 
• ImageJ (National Institutes of Health) Software gratuito usado para análisis de imágenes (área), y 
densitometría de blots. 
3.7.1.3 Análisis de parámetros espermáticos 
• ISAS; Projectes i Serveis130 R+D S.L., Valencia, Spain 
3.7.1.3 Otros 
• SigmaStat 3.5 (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA). Análisis estadísticos. 
• Endnote: Organización de documentos científicos y gestión de referencias 
3.8 Estadística 
Las pruebas estadísticas en los experimentos que requerían comparaciones múltiples, se realizaron 
mediante análisis simple de la varianza ANOVA de una vía, seguido de un análisis de comparaciones 
múltiples usando las pruebas post hoc Tukey o Bonferroni en la mayoría de los datos. Las diferencias fueron 
consideradas estadísticamente significativas para P < 0,05 o P < 0,01. Para las comparaciones entre medias 
cuando se compararon dos grupos como en el capitulo 3, las diferencias se determinaron mediante el test t 
de Student para comparación de dos muestras independientes y se consideraron diferencias estadísticamente 
significativas para valores de P < 0,05. 
3.9 Materiales 
3.9.1 Reactivos 
Todos los reactivos y medios usados en los experimentos fueron adquiridos en Sigma Chemical 
Co., a menos que se indique lo contrario. 
3.9.2 Agonistas y antagonistas cannabinoides  
 
 
THC: (delta-9-tetrahidrocannabinol-Δ9-THC) 
Principal constituyente psicoactivo del cannabis. Tiene afinidad por 
ambos receptores CB1 y CB2, aunque se ha comprobado una 
menor eficacia de unión hacía receptores CB1.  
Referencia: 1972-08-3 THCpharm 
Soluble: DMSO   
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3.9.3 Medios para manipulación y cultivo de ovocitos y embriones 
murinos 
3.9.3.1 Medio M2  
HU-210: (6aR-trans-3-(1, 1-Dimethylheptyl)-6a,7,10,10a-tetrahydro-1-
hydroxy-6,6-dimethyl-6H-dibenzo[b,d]pyran-9-methanol) 
Homologo sintético del THC mucho más potente, agonista a ambos 
receptores de cannabinoides, los valores de Ki son 0,061 y 0,52 nM en 
CB1 y CB2 respectivamente. 
Referencia: Sigma H7909 
Soluble: DMSO  
 
JHW-015: (2-Methyl-1-propyl-1H-indol-3-yl)-1-naphthalenylmethanone) 
Agonista selectivo para el receptor CB2, los valores de Ki son 13,8 y 383 nM para 
los receptores CB2 y CB1 respectivamente. 
Referencia: Sigma H7909 
Soluble: DMSO  
SR1: SR1141716  
También conocido como Rimonabant,  es un potente antagonista 
selectivo del receptor cannabinoide CB1.  
Referencia: Sanofi–Aventis 
Soluble: DMSO  
SR2: SR144528  
Fue el primer compuesto identificado como un antagonista  selectivo de los 
receptores CB2 selectiva. Está disponible solo para uso en investigación. 
Referencia: Sanofi–Aventis 
Soluble: DMSO  
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Medio utilizado para todos los procesos de manipulación por periodos largos de tiempo fuera del 
incubado, también fue el medio utilizado para todos los procedimientos de recuperación de muestras, 
ovocitos o  lavado para recuperación de embriones. Tabla 3.2 
Tabla 3.2 Composición del medio M2 
Reactivos Cantidad Concentración 
Orden Nombre Referencia  gr/L PM mM 
1 Hepes Sigma H-4043 4.969 238.30 20.85 
2 Cloruro de Calcio (Cl2Ca.2H2O) Sigma C-7902 0.252 147.01 1.71 
3 Cloruro de Sodio (NaCl) Sigma S-5886 5.533 58.44 94.68 
4 Cloruro Potásico (KCl) Sigma P-5405 0.356 74.55 4.78 
5 Fosfato Potásico (KH2PO4) Sigma P-5655 0.162 136.09 1.19 
6 Sulfato de Magnesio (MgSO4.7H2O) Sigma M-1880 0.293 246.47 1.19 
7 Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) Sigma S-8875 0.349 84.01 4.15 
8 Piruvato Sódico Sigma P-2256 0.036 110.04 0.33 
9 Glucosa Anhidra Sigma G-7021 1 180.16 5.55 
10 Lactato de Sodio 60% syrup (mL) Sigma L-7900 3.77 112.06 33.64 
11 Rojo de Fenol Sigma P-5530 0,01 376.36 0.03 
12 Penicilina Sigma P-4687 0.0624 372.48 0.17 
13 Estreptomicina Sigma S-9137 0,05 728.69 0.07 
14 Disolver bien 
15 Ajustar pH, con NAOH 1M   
16 Medir Osmolaridad (250-255mosmoles) 
17 Albúmina (BSA) Sigma A-3311 4 4mg/mL 
18 Esterilizar por filtración (filtros de 0.22μm) 
19 Rotular: Fecha de elaboración(dd/mm/aaaa)  
20 Almacenar a 4ºC, usar durante 15 días 
 
3.9.3.2 Medio HTF  
Uno de los medios de cultivo que más se han empleado en los laboratorios de FIV. Se dio a conocer 
con el nombre de HTF (Human Tubal Fluid) y consiste en una solución salina balanceada, libre de 
aminoácidos y en la que la concentración del ión potasio es igual a la del tracto reproductor 
femenino.(Quinn, et al. 1985). Tabla 3.3 
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Tabla 3.3 Composición del medio HTF 
Reactivos Cantidad Concentración 
Orden Nombre Referencia  gr/L PM mM 
2 Cloruro de Calcio (Cl2Ca.2H2O) Sigma C-7902 0.3 147.01 2.04 
3 Cloruro de Sodio (NaCl) Sigma S-5886 5.9375 58.44 101.60 
4 Cloruro Potásico (KCl) Sigma P-5405 0.3496 74.55 4.69 
5 Fosfato Potásico (KH2PO4) Sigma P-5655 0,0504 136.09 0.37 
6 Sulfato de Magnesio (MgSO4.7H2O) Sigma M-1880 0.0492 246.47 0.20 
7 Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) Sigma S-8875 2.1 84.01 25.00 
8 Piruvato Sódico Sigma P-2256 0.0364 110.04 0.33 
9 Glucosa Anhidra Sigma G-7021 0.5 180.16 2.78 
10 Lactato de Sodio 60% syrup (mL) Sigma L-7900 3.42 112.06 30.52 
11 Rojo de Fenol Sigma P-5530 0.004 376.36 0,01 
12 Penicilina Sigma P-4687 0.075 372.48 0.20 
13 Estreptomicina Sigma S-9137 0,05 728.69 0.07 
14 Disolver bien 
15 Ajustar pH, con NAOH 1M   
16 Medir Osmolaridad (250-255mosmoles) 
17 Albúmina (BSA) Sigma A-3311 4 4mg/mL 
18 Esterilizar por filtración (filtros de 0.22μm) 
19 Rotular: Fecha de elaboración(dd/mm/aaaa)  
20 Almacenar a 4ºC, usar durante 15 días 
 
3.9.3.3 KSOMaa  
Para el cultivo de embriones de ratón se utilizó el medio KSOM comercial MTI-GlobalStem (GSM-
5140). El medio KSOM esta pre-esterilizado por filtración y se envía congelado. Un día antes de su uso se 
descongeló la botella en nevera entre 2ºC y 8ºC durante toda la noche. Antes de su uso, el medio 
descongelado se agitó suavemente para mezclar los componentes y se llevó a 37°C en una atmósfera con 
un 5% de CO2 y humedad relativa máxima. Se realizaron todas las acciones utilizando condiciones de cultivo 
aséptico para evitar contaminación. 
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3.9.4 Listado de anticuerpos primarios 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3.4 Listado de Anticuerpos primarios 
      
Anticuerpo Casa Comercial  Referencia Origen Dilución Uso 
      
Recpetor cannabinoide tipo 1 (CB1) Cayman Chemical 10006590 Rabbit 1:100 IF 
      
 Recpetor cannabinoide tipo 2 (CB2) Cayman Chemical 101550 Rabbit 1:100 IF 
      
p-AKT  (Thr308/Ser473) Cell Signalling 4060 Rabbit 1:100 IF 
      
p-ERK 1/2 (Thr202/Tyr 204) Cell Signalling 
4370 Rabbit 1:100 IF 
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Tabla 3.5 Detalle de oligonucleótidos utilizados para PCR and qPCR en ovocitos y embriones murinos. 
Gen Nombre del Gen  Nº Acceso Primer forward (5'-3') Primer reverse (5'-3') 
Producto  
longitud 
pb 
H2afz H2A familia de histonas, miembro Z NM_174809 AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG CCACCACCAGCAATTGTAGCCTTG 209 
Cnr1 Receptor Cannabinoide tipo 1 NM_001242341.1 GTACCATCACCACAGACCTCCTC GGATTCAGAATCATGAAGCACTCCA 301 
Cnr2 Receptor Cannabinoide tipo 2 XM_010802588.1 TCTGGAAAGCCCACCGGCATGTAG CAAGGCACAGCATGGAACAGAAGG 231 
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Tabla 3.6 Detalle de oligonucleótidos utilizados para PCR and qPCR en ovocitos y embriones bovinos. 
Gen Nombre del Gen  Nº Acceso Primer forward (5'-3') Primer reverse (5'-3') 
Producto  
longitud pb 
H2afz H2A familia de histonas, miembro Z NM_174809 AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG CCACCACCAGCAATTGTAGCCTTG 209 
Cnr1 Receptor Cannabinoide tipo 1 NM_001242341.1 GGTGAGGTTCACCTGGTCT GAAGGGGTCCCCCGCTAA 305 
Cnr2 Receptor Cannabinoide tipo 2 XM_010802588.1 GAGGCTGGGATCACTTGGCATG AGGGATGGCTGGGAACAATTCG 172 
Bax BCL2-asociado a proteína X NM_173894.1 CTACTTTGCCAGCAAACTGG TCCCAAAGTAGGAGAGGA 158 
Bcl2 BCL2-like 1  BC147863.1 GGAGCTGGTGGTTGACTTTC CTAGGTGGTCATTCAGGTAAG 517 
Tp53 Proteína tumural p53 NM_174201.2 CTCAGTCCTCTGCCATACTA GGATCCAGGATAAGGTGAGC 364 
Gpx1 Glutatión peroxidasa1 NM_174076.3 GCAACCAGTTTGGGCATCA CTCGCACTTTTCGAAGAGCATA 116 
Sod2 Superoxido dismutasa 2, mitocondrial S67818.1 GCTTACAGATTGCTGCTTGT AAGGTAATAAGCATGCTCCC 101 
Dnmt3a DNA citosina-5-metiltransferasa 3 alfa AY271299 CTGGTGCTGAAGGACTTGGGC CAGAAGAAGGGGCGGTCATC 318 
Igf2r 
Receptor para factor de crecimiento insulínico tipo 
2 
NM_174352.2 GCTGCGGTGTGCCAAGTGAAAAAG AGCCCCTCTGCCGTTGTTACCT 201 
Slc2a1 
Solute carrier family 2 (facilitated glucose 1 
transporter), member 
NM_174602.2 CTGATCCTGGGTCGCTTCAT ACGTACATGGGCACAAAACCA 68 
Gapdh Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa BC102589 ACCCAGAAGACTGTGGATGG AYGCCTGCTTCACCACCTTC 247 
Pou5f1 POU class 5 homeobox 1 (Oct3/4) NM_174580.1 CGAGTATCGAGAACCGAGTG CAGGGTTCTCTCCCTAGCTC 440 
Infτ Interferón tau NM_001015511.3 GCTATCTCTGTGCTCCATGAGATG AGTGAGTTCAGATCTCCACCCATC 359 
Gja1 Proteína de uniones Gap, alfa 1 (llamada Cx43) NM_174602.2 TGCCTTTCGTTGTAACACTCA AGAACACATGAGCCAGGTACA 142 
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Capítulo I 
 
4.1 El receptor cannabinoide CB1 participa en la maduración de 
los ovocitos murinos a través de la activación de AKT y ERK1/2, 
afectando el posterior desarrollo del embrión 
Ángela Patricia López-Cardona, Serafín Pérez-Cerezales, Raúl Fernández-González, Ricardo Laguna-
Barraza, Eva Pericuesta,  Naiara Agirregoitia, Alfonso Gutiérrez-Adán and Ekaitz Agirregoitia 
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4.1.1 Expresión e inmunolocalización de los receptores CB1 y CB2 durante el reinicio de la 
meiosis en ovocitos: modelo murino. 
Para entender el rol del sistema cannabinoide durante la maduración del ovocito, hemos 
determinado en primer lugar la presencia de los receptores CB1 y CB2 durante el proceso de reinicio de la 
meiosis en ovocitos de ratón. La presencia de dichos receptores ya ha sido descrita en ovocitos de otras 
especies como rata (Bagavandoss and Grimshaw 2010) y humano (El-Talatini, et al. 2009a, Peralta, et al. 
2011). Sin embargo en ovocitos murinos no se ha caracterizado durante el reinicio de la meiosis. A nivel de 
expresión génica, detectamos la presencia del ARNm para el receptor CB1 en el estadio de GV tanto en 
ovocitos madurados in vivo como in vitro. No obstante, con el reinicio de la meiosis y la transición hacia MI 
y MII, la presencia del transcripto desaparece. En el caso del receptor CB2, nuestros resultados muestran 
que el transcripto está presente en todos los estadios desde GV hasta MII. (Figura 4.1.a) 
A nivel proteico la localización de ambos receptores fue analizada mediante inmunofluorescencia 
durante el periodo de maduración nuclear. Dicho análisis reveló la presencia de ambos receptores CB1 y 
CB2 durante la maduración tanto in vitro como in vivo. Cuando los ovocitos fueron madurados in vitro, CB1 
fue localizado homogéneamente en todo el citoplasma en el estadio de GV pero, con el reinicio de la meiosis, 
en el estadio de MI la proteína comienza a adoptar una localización más periférica que termina por 
observarse claramente en el estadio de MII. Cuando los ovocitos fueron madurados in vivo, la localización 
de CB1 se observó en la periferia desde el estadio de GV hasta MII. Por el contrario, el receptor CB2 mostró 
una localización homogénea a nivel citoplasmático en todos los estadios de maduración y no presentó 
cambios en su distribución en ninguno de los modelos de maduración (Figura 4.1.b). 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1: Expresión e inmunolocalización de CB1 y CB2 durante 
la maduración nuclear de ovocitos murinos.                  (a). Resultados 
del análisis de expresión génica para Cnr1 (301 pb), Cnr2 (231 pb) y 
H2azf (209 pb) de ovocitos en estadio de GV, MI y MII madurados 
in vitro o in vivo. Como control positivo se utilizaron tejido de feto 
(Fet) para el receptor CB1 y células de Sertoli (Sert) para el receptor 
CB2. Como control negativo (CN) se realizó el proceso de PCR  en 
ausencia de muestra. (b). Distribución de CB1 y CB2 (en verde) 
durante la maduración nuclear in vitro e in vivo de ovocitos a diferentes 
estadios. Vesícula Germinal (GV), Metafase I (MI), y Metafase II 
(MII). El ADN (en azul) se muestra marcado con Hoechst-33342. 
n=15 ovocitos por estadio. La barra de escala representa 20 µm. 
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Varios autores han descrito que las células de granulosa o células del cúmulo (CG) que rodean al 
ovocito juegan un papel clave en la adquisición de la competencia ovocitaria (Gilchrist and Thompson 2007). 
En particular, las células de la granulosa proporcionan nutrientes y señales moleculares que regulan el 
desarrollo y que son decisivas en el proceso de maduración nuclear  de los ovocitos; y estos a su vez 
promueven la organización, proliferación y diferenciación de las células del cúmulo (Eppig 1991, Gilchrist, 
et al. 2004). Así, el complejo cúmulo-ovocito es considerado como una unidad funcional para el proceso de 
maduración. Por esta razón, hemos confirmado la presencia de ambos receptores cannabinoides en las 
células de granulosa que acompañan al ovocito (Figura 4.2),  lo cual también se ha descrito recientemente 
en humano (Agirregoitia, et al. 2015b). Estos resultados nos permiten pensar que los CCOs son sensibles a 
las señales producidas por compuestos cannabinoides, sean de origen endógeno o exógeno, y que la 
activación de estos receptores puede tener implicaciones en vías de señalización que se dan durante la 
maduración del ovocito.  
 
 
 
 
 
 
4.1.2 La dinámica de localización del receptor CB1 podría ser un indicador de maduración 
Nuestros resultados confirman la presencia de ambos receptores durante la maduración, lo que 
convierte al ovocito en una posible diana de cannabinoides y un posible modelo para estudiar los posibles 
efectos que estos generen en procesos que regulan el ciclo celular. Interesante ha sido también la observación 
de que de los dos receptores analizados sólo CB1 tiene un cambio en su dinámica y localización desde una 
ubicación nuclear, hacia una ubicación periférica a medida que se dan los eventos característicos del reinicio 
de la meiosis como el GVBD, el paso a MI y finalmente el detenimiento en MII. (Figura 4.3). 
 
Figura 4.2: Localización de los receptores CB1 y CB2 (en 
verde) en células de granulosa. El ADN (en azul) ha sido 
marcado con Hoechst-33342. n=10 ovocitos por estadio, 
barra de estaca representa 20 µm. 
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4.1.3  Dinámica de la expresión y localización de los receptores CB1 y CB2 durante el 
desarrollo preimplantacional del embrión de ratón. 
Después de observar la dinámica de los receptores durante la maduración, quisimos evaluar de 
forma descriptiva cual era la dinámica de expresión de ambos receptores durante el posterior desarrollo 
embrionario tanto a nivel de ARN como en relación a la ubicación de la proteína. Anteriormente, ya se 
reportó en el modelo murino la presencia de los receptores cannabinoides durante diferentes etapas del 
desarrollo embrionario, concretamente se observó la expresión de CB1 desde el estadio de 4 células hasta 
blastocisto y en el caso de CB2 se reportó su expresión durante todo el desarrollo embrionario 
preimplantacional (Paria, et al. 1995, Yang, et al. 1996). Los estudios de Dey y colaboradores concluían que 
aunque el receptor se expresaba, no se conocía si este ARN se traducía eficazmente durante el desarrollo 
preimplantacional y desconocían cualquier función durante esta etapa (Yang, et al. 1996).  
En cuanto a la expresión de CB1, observamos que el embrión durante el primer estadio de cigoto 
o 1 célula no expresa ARNm para CB1. Como se ha mostrado anteriormente, durante la maduración vimos 
como disminuían los niveles para este transcripto a medida que se daba el reinicio de la meiosis 
desapareciendo en su totalidad en el estadio de MII (Figura 4.1.a) lo cual implica a CB1 directamente en 
los procesos y vías que se dan durante esta etapa. Sin embargo, a partir del estadio de 2 células y coincidiendo 
con la activación del genoma embrionario para esta especie, observamos nuevamente expresión para CB1 
que se mantiene en niveles más o menos constantes hasta la formación de la mórula para, posteriormente, 
en el paso de mórula a blastocisto, observar una leve diminución en la expresión. Como se ha reportado 
anteriormente, CB1 es importante durante la etapa de implantación en el ratón (Paria, et al. 2001), por ello 
quisimos monitorizar la expresión durante etapas posteriores a la formación del blastocisto como la eclosión 
y la re expansión antes a la implantación, para esto los embriones se mantuvieron en condiciones de cultivo 
in vitro por dos días más. Esto nos permitió ver el aumento progresivo de la expresión de CB1 en las etapas 
previas a la implantación, llegando a ser 7 veces mayor que la expresión en la formación inicial del 
blastocisto. (Figura 4.4). Con la caracterización de los perfiles de expresión también pudimos observar que 
el receptor CB1 no se expresa solo a partir de 4 células como lo reportaban anteriormente Paria y 
Figura 4.3: Cambios en la dinámica de 
migración del receptor CB1 (en verde) 
durante el reinicio de la meiosis en ovocitos 
murinos. El ADN (en azul) marcado con 
Hoechst-33342. La barra de escala 
representa 25 µm. 
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colaboradores (Paria, et al. 1995), si no que los primeros niveles de expresión coinciden con la activación 
del genoma embrionario que se da en el estadio de 2 células en el modelo murino (Figura 4.4). 
 
 
 
Nuestros resultados han permitido confirmar y cuantificar la presencia de transcritos para CB2 
durante toda la etapa preimplantacional, hemos observado cómo durante los primeros estadios desde el 
cigoto o embrión de 1 célula hasta el estadio de 8-16 células no existen grandes cambios en la expresión, sin 
embargo durante la etapa de mórula se observa un ligero aumento en la expresión, que luego disminuye 
hasta el estadio de blastocisto (Figura 4.4). 
Aunque los reportes previos de Dey y colaboradores muestran niveles de expresión para ambos 
receptores durante la etapa preimplantacional, hasta la fecha no existía un estudio de caracterización sobre 
cuál es la dinámica para ambos receptores a medida que avanza el desarrollo embrionario. En un nuevo 
experimento quisimos caracterizar a nivel proteico la localización y ubicación celular de ambos receptores 
durante el desarrollo embrionario temprano. Es interesante observar cómo CB1 sigue presentando una clara 
distribución a nivel periférico en la membrana, sitio en el que el receptor puede activar la maquinaria de 
receptores de membrana unidos a proteínas Gi. Conforme avanza el desarrollo desde 1 célula hasta 4 células 
vemos claramente que todas las células presentan el receptor a nivel periférico, sin embargo en el estadio de 
mórula y blastocisto, vemos que la presencia de CB1 se ve limitada a las células más exteriores (Figura 
4.5.a). Del  análisis de inmunofluorescencia nuestras imágenes muestran que CB2 sigue los mismos patrones 
de localización que se dan durante la maduración del ovocito. De manera general lo ubicamos a nivel 
citoplasmático de una forma difusa y su dinámica de distribución no cambia conforme avanza el desarrollo 
embrionario (Figura 4.5.b).   
Figura 4.4: Dinámica de expresión del receptor CB1 (en azul) y CB2 (en verde) durante el desarrollo preimplantacional de 
embriones murinos.  
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4.1.4 La ausencia del receptor CB1 durante la maduración del ovocito tiene implicaciones 
en el desarrollo embrionario temprano in vitro 
Con el fin de verificar si la presencia de los receptores, demostrada previamente durante las etapas 
de la maduración, tiene un papel relevante en los procesos de maduración y a posteriori en la fecundación 
y desarrollo embrionario, examinamos las consecuencias de la eliminación de los receptores cannabinoides 
mediante el uso de ratones transgénicos carentes de CB1, CB2 o ambos receptores. Para ello se utilizaron 
ovocitos de hembras transgénicas (Cnr1-/-, Cnr2-/- y Cnr1-/-/Cnr2-/-) y como control se llevaron a cabo los 
mismos experimentos en paralelo con ovocitos provenientes de hembras wild type (WT) que expresaban 
ambos receptores de manera normal. Previamente se ha reportado que los embriones homocigotos para 
CB1 sufren retraso en el desarrollo embrionario y esto ha sido atribuido a un deficiente transporte en el 
oviducto (Wang, et al. 2004). Sin embargo nuestro objetivo fue ver si la falta de los receptores CB1 y/o CB2 
durante el desarrollo del ovocito afectaban la maduración y el posterior desarrollo embrionario eliminando 
la variable del transporte, para ello se recuperaron por superovulación ovocitos los cuales habían tenido 
Figura 4.5: Dinámica de localización de las proteínas para receptores cannabinoides durante el desarrollo preimplantacional de 
embriones murinos desde GV hasta blastocisto. (a) CB1 y (b) CB2 en verde marcados con Alexa fluor 488 y ADN en azul marcado 
con Hoechst-33342. La barra de escala representa 25 µm. 
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carencia de CB1, CB2 o ambos receptores durante la foliculogénesis y se procedió a realizar la fecundación 
para lo cual se utilizó semen de machos WT con el fin de generar embriones heterocigotos. De este modo 
se pretendió determinar sólo el efecto de la falta del receptor en el ovocito durante el proceso de maduración 
in vivo y tener un comportamiento normal (a nivel de sistema cannabinoide) de los embriones a partir de la 
fecundación, ya que se ha demostrado que los sujetos heterocigotos carecen de fenotipo de retraso en el 
desarrollo mostrado por los embriones transgénicos (Wang, et al. 2004). Así podríamos ver los efectos de 
la eliminación del receptor solo en el ovocito y si tiene consecuencias en el desarrollo. 
Los resultados mostraron que la falta de CB2 no afecta el porcentaje de ovocitos que completan el 
proceso de maduración nuclear, ni la competencia de estos para ser fecundados y alcanzar el estadio de 
blastocisto con porcentajes similares a los WT (Figura 4.6.b). Sin embargo, la falta de CB1 en ovocitos 
Cnr1-/-  conlleva una disminución significativa de los porcentajes de blastocistos y embriones divididos a 2 
células. (Figura 4.6.a). Curiosamente, la carencia de ambos receptores en los ovocitos Cnr1-/-/Cnr2-/- 
muestra una alteración no sólo en el desarrollo in vitro de embriones que alcanzan la división a 2 células y el 
estadio de blastocitos, sino también una disminución en el porcentaje de fecundación y en el número de 
ovocitos que completan la maduración nuclear hasta el estadio de MII. (Figura 4.6.c). 
 
 
Figura 4.6: La ausencia de CB1 durante la maduración de ovocitos in vivo provoca una alteración en el desarrollo embrionario in 
vitro. (a) Porcentajes de ovocitos recuperados en metafase (MII) para hembras WT (negro) y Cnr1-/-(blanco), y tasas de ovocitos 
fecundados y embriones de 2 células y blastocistos después de la fecundación in vitro usando esperma WT, para ovocitos WT (negras) 
y Cnr1-/- ovocitos (azul). (b) Porcentajes de ovocitos recuperados en metafase (MII) para hembras WT (negro) y Cnr2-/-(blanco), y 
tasas de ovocitos fecundados y embriones de 2 células y blastocistos después de la fecundación in vitro usando esperma WT, para 
ovocitos WT (negras) y Cnr2-/- ovocitos (verde). (c) Porcentajes de ovocitos recuperados en metafase (MII) para hembras WT 
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(negro) y Cnr1-/-/Cnr2-/- (blanco), y tasas de ovocitos fecundados y embriones de 2 células y blastocistos después de la fecundación 
in vitro usando esperma WT, para ovocitos WT (negras) y Cnr1-/-/Cnr2-/- ovocitos (rojo).  Los resultados están expresados como 
media ± SEM de 5 experimentos independientes. * P <0,05; **, P <0,01 entre los diferentes genotipos. 
4.1.5 La deficiencia de CB1 durante la maduración de ovocitos retrasa el desarrollo del 
embrión in vivo 
Para comprobar que los efectos perjudiciales observados en el desarrollo embrionario in vitro se 
debieron efectivamente a la ausencia del receptor cannabinoide durante la maduración y no a los 
procedimientos de fecundación y cultivo in vitro de los embriones, se quiso analizar el desarrollo embrionario 
in vivo. Para esto se utilizaron hembras WT, Cnr1-/-, Cnr2-/- y Cnr1-/-/Cnr2-/- que se aparearon con machos 
WT, con el objetivo de obtener embriones heterocigotos para nuevamente evaluar solo el efecto de la falta 
del receptor en el ovocito. Los embriones fueron recuperados de animales con presencia de tapón vaginal 
el día 3,5 después del coito (dpc). 
Cuando utilizamos hembras Cnr2-/-, las tasas de recuperación de blastocistos fueron similares a los 
WT (64% vs. 70%) (Figura 4.7.a). Por otro lado, al utilizar el genotipo Cnr1-/- se observó un 18% menos 
de blastocistos que en el grupo WT (52% vs. 70%) (Figura 4.7.a). Sin embargo, la falta de ambos receptores 
durante la maduración de ovocitos Cnr1-/-/Cnr2-/- llevó a una marcada disminución en la tasa de blastocistos, 
la cual disminuyo un 37% en comparación con el uso de ovocitos de WT (33% vs. 70%) (Figura 4.7.a). 
Curiosamente, la falta de ambos receptores dio lugar a un 20% de embriones que a pesar de ser fecundados 
detuvieron su desarrollo en estadios previos a la formación de la mórula; la falta de CB1 produjo un 14% 
de embriones detenidos, mientras que la falta de CB2 presentó porcentajes similares al grupo WT (10% vs 
9% respectivamente) (Figura 4.7.a). Estos resultados nos permiten pensar que el sistema 
endocannabinoide es especialmente crítico durante la maduración de ovocitos. Esto se refleja nuevamente 
en un alto porcentaje de ovocitos sin fecundar (30%) recuperados en el genotipo Cnr1-/-/Cnr2-/- , que no se 
observa en los demás genotipos (Figura 4.7 a).  
Otra prueba importante del retraso en el desarrollo del embrión causado por la deficiencia de 
receptores cannabinoides durante la maduración fue el hallazgo de blastocistos eclosionados sólo en el grupo 
WT en el día 3,5 dpc (Figura 4.7.b), momento en que el embrión debe comenzar el proceso de 
implantación. Se ha descrito previamente que el desarrollo del embrión Cnr1-/-  es consecuencia de que los 
embriones se quedan atrapados en el oviducto (Wang, et al. 2004). Sin embargo, nuestros resultados 
confirman que la mayoría de los embriones derivados de los genotipos Cnr1-/- y Cnr2-/- se recuperaron en el 
útero como sucedió en ratones WT (Figura 4.7, c). Por lo tanto, el retraso en el desarrollo observado en 
los embriones Cnr1-/- no puede atribuirse únicamente a un retraso en el transporte, como reportaban Wang 
y colaboradores cuando explicaban que el retraso en el transporte era debido a la ausencia de CB1 en el 
tracto reproductivo debido a que mantenía un tono contráctil del músculo liso que impedía el transporte del 
embrión por el oviducto (Wang, et al. 2004). Por último, en hembras Cnr1-/-/Cnr2-/- podemos observar que 
la falta de ambos receptores sí refleja un retraso en el transporte de los embriones, encontrando un 51% de 
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los embriones retenidos en el oviducto; estos resultados, junto al retraso en el desarrollo indicado 
anteriormente,  demuestran por primera vez la función de ambos receptores en el desarrollo embrionario 
y/o transporte en el oviducto. 
 
 
Figura 4.7: La deficiencia de CB1 in vivo durante la maduración retrasa el desarrollo del embrión in vivo. (a) Histograma que muestra 
el porcentaje de ovocitos, embriones detenidos, mórulas y blastocistos recuperados a 3,5 dpc (media mañana) a partir de los 
oviductos o úteros de hembras WT, Cnr1-/-, Cnr2-/- y Cnr1-/-/Cnr2-/- cruzadas con machos WT. (b) Porcentajes de ovocitos, 
embriones detenidos, mórulas, blastocistos tempranos, blastocistos y blastocistos eclosionados recuperados a 3,5 dpc a partir de los 
oviductos o úteros de hembras WT, Cnr1-/-, Cnr2-/- y Cnr1-/-/Cnr2-/- cruzadas con machos WT. (c) Porcentajes por ubicación de 
embriones recuperados a nivel de útero u oviducto el día 3,5 dpc de hembras WT, Cnr1-/-, Cnr2-/- y Cnr1-/-/Cnr2-/- cruzadas con 
machos WT. 
4.1.6 La activación farmacológica de CB1 durante la maduración de ovocitos in vitro 
modula la señalización de AKT y ERK1/2  
Resultados  
83 
 
Conociendo la presencia de los receptores durante la maduración y que su ausencia compromete 
las primeras etapas del desarrollo, quisimos evaluar mediante el uso de cannabinoides cuáles eran las posibles 
vías de señalización y si las vías se activaban mediante CB1, CB2 o ambos receptores. 
Las vías de señalización PI3K/AKT y/o MAPKs fueron elegidas debido a que juegan un papel 
importante en la maduración de ovocitos (Sanchez and Smitz 2012, Su, et al. 2007). Observaciones previas 
muestran que una elevada actividad AKT es necesaria para reanudar la meiosis, y se ha observado que esta 
vía está implicada en la regulación de la emisión del cuerpo polar y la organización del huso meiótico 
(Cecconi, et al. 2010, Hoshino and Sato 2008). Por otra parte se ha descrito que la inhibición o desregulación 
de AKT en patologías ováricas que afectan negativamente la fertilidad, además de afectar el desarrollo del 
embrión preimplantacional (Cecconi, et al. 2012). Por otro lado, ERK1/2, una de las proteínas de mayor 
actividad en la vía de las MAPK, se considera un regulador clave de la proliferación y diferenciación celular. 
Se ha implicado en la maduración de ovocitos de una forma dinámica, donde su fosforilación es requerida 
para el proceso de expansión del cúmulo y la ovulación (Su, et al. 2003b), mientras que la desfosforilación 
activa en ovocitos es necesaria para la función normal del huso meiótico, emisión del cuerpo polar (Phillips, 
et al. 2002) y la formación del pronúcleo (Moos, et al. 1996).  
Para determinar si la activación de los receptores CB1 y CB2 durante la maduración de ovocitos 
afectaría alguna de estas dos proteínas implicadas en las vías PI3K/AKT  y/o MAPKs, se utilizaron 
cannabinoides sintéticos exógenos: el agonista HU-210 con mayor afinidad para CB1 y el agonista JWH-
015 específico para CB2. Seguidamente se utilizará antagonistas SR141716A (SR1) y SR144528 (SR2) 
específicos para bloquear CB1 y CB2 respectivamente,  con el fin de verificar la posible vía de activación. 
Se utilizó como grupo control la adición del vehículo usado para disolver los cannabinoides a la misma 
concentración que los grupos tratados con las drogas (DMSO al 0.1%). 
En primer lugar, examinamos los efectos de concentraciones crecientes de HU-210 durante la 
maduración in vitro de ovocitos. Después de 17 hr de incubación (el tiempo requerido para la maduración 
de ovocitos de ratón), se observó un incremento en la fosforilación de AKT de manera dosis-dependiente, 
mientras que los niveles de proteína fosforilada permanecieron sin cambios en los ovocitos expuestos sólo 
al vehículo (Figura 4.8.a). Para comprobar que estos efectos eran específicos de la activación del receptor 
CB1, se incubaron los ovocitos con el antagonista selectivo de CB1 SR141716A (SR1), al mismo tiempo 
que con HU-210, y se pudo observar cómo la fosforilación de AKT fue bloqueada (Figura 4.8.b). Por el 
contrario, la fosforilación observada para ERK1/2 en el grupo control después de 17 hr de incubación con 
el vehículo se redujo cuando los ovocitos fueron madurados en presencia de HU-210 (Figura 4.8.c), pero 
al realizar la co-incubación de HU-210 con SR1 se rescató la fosforilación de ERK1/2 en los ovocitos 
maduros (Figura 4.8.d).  
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Figura 4.8: Activación de AKT y ERK1/2 por HU-210 durante la maduración de ovocitos in vitro. (a) Activación de AKT en 
ovocitos inmaduros (GV) cultivados in vitro en presencia de 1, 10 y 100 nM HU-210 durante 17 h; el nivel de fosforilación de AKT 
(pAKT) se observó a las 0, 1 y 17 hr (b) La activación de AKT dependiente de la dosis de HU-210 durante la maduración se invierte 
por el antagonista selectivo de CB1, SR141716A (SR1), que se utilizó a 100 nM. La incubación con SR1 no tuvo ningún efecto. (c) 
El estado de fosforilación de ERK1/2 (pERK1/2) se observó a las 0, 1 y 17 h, la inactivación de ERK1/2 se observó al final de la 
maduración de ovocitos (17h) bajo la mayor concentración del cannabinoide. (d) La presencia de SR1 durante el cultivo de los 
ovocitos con HU-210 recupera la pERK1/2 a las 17 h, como se observa también en el grupo control con el vehículo. Las imágenes 
mostradas representan antígenos marcados con Alexa488 en verde para ambas proteínas. ADN marcado con Hoechst en azul. La 
barra de escala representa 20 µm. 
Tras someter a los ovocitos a concentraciones crecientes del agonista JWH-015 y el antagonista 
SR144528 (SR2), ambos selectivos para CB2, no se observaron cambios significativos en los patrones de 
fosforilación para AKT y ERK1/2 (Figura 4.9). Estos resultados indican que la activación de los receptores 
CB1, pero no la del receptor CB2, podría estar afectando el proceso de maduración a través de la regulación 
de proteínas AKT y ERK1/2, que están implicadas en vías que son biológicamente activas durante la 
maduración ovocitaria. 
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Figura 4.9: El agonista de CB2 selectivo JWH-015 no modifica el patrón de activación de AKT y ERK1/2 durante la maduración 
de ovocitos. (a) Patrón de fosforilación de AKT (pAKT); los ovocitos se incubaron con 1, 10 y 100 nM JWH-015 durante 17 h. La 
presencia de ambas proteínas se observó a las 0, 1 y 17 hr de maduración. (b) Patrón de fosforilación de AKT (pAKT); los ovocitos 
se incubaron con 1, 10 y 100 nM JWH-015 y con un antagonista selectivo para CB2; 100 nM SR144528 (SR2) durante 17 h. La 
incubación solo con SR2 no produce ningún efecto. (c) La activación de ERK1/2 se observó al final de la maduración de ovocitos 
(17 h) en presencia y ausencia de JWH-015. (d) La presencia de SR2 durante el cultivo de los ovocitos con JWH-015 no afecta los 
patrones de fosforilación, que no varían en ausencia o presencia del cannabinoide. . Las imágenes mostradas representan antígenos 
marcados con Alexa488 en verde para ambas proteínas. ADN marcado con Hoechst en azul. La barra de escala representa 20 µm. 
4.1.7 La presencia de cannabinoides durante la maduración in vitro de ovocitos murinos 
mejora las tasas de producción de embriones a través de la activación de CB1 
El siguiente paso fue comprobar si la exposición a los cannabinoides durante la maduración de 
ovocitos influye en la fecundación y/o el desarrollo embrionario temprano. Los CCOs se maduraron in vitro 
durante 17 h en presencia o ausencia de agonistas y/o antagonistas sintéticos. Los cannabinoides fueron 
retirados al finalizar la etapa de maduración y los experimentos de fecundación in vitro se realizaron de 
manera convencional. Los resultados mostraron que la incubación con HU-210 no tuvo ningún efecto 
significativo sobre las tasas de ovocitos maduros (MII), cigotos fecundados y embriones divididos en 2 
células en comparación con los ovocitos tratados con el vehículo. Sin embargo, la utilización de HU-210 
dio lugar a una mejora significativa en el desarrollo embrionario en el estadio de blastocisto, ya que se 
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produjeron 2,4 veces más número de embriones cuando se utilizó una concentración de 100 nM del agonista 
en comparación con el vehículo (Figura 4.10.a). Para examinar adicionalmente si el efecto de HU-210 era 
totalmente selectivo a CB1, durante la maduración se co-incubaron los ovocitos con 100 nM del antagonista 
SR1. Los resultados muestran cómo el porcentaje de blastocitos disminuyó significativamente por la co-
incubación con SR1 (Figura 4.10.b), lo cual demuestra que a pesar de tener afinidad por el receptor CB2 
no tuvo el efecto que mostró a través de CB1. Igualmente, se descartó que la incubación sólo con el 
antagonista SR1 tuviese algún efecto sobre el desarrollo del embrión, ya que se ha reportado para este tipo 
de compuestos que pueden funcionar como agonistas inversos (Figura 4.10.b).  
 
 
Figura 4.10: La activación farmacológica de CB1 durante la maduración de ovocitos tiene efecto sobre el desarrollo del embrión. 
(a) Respuesta dosis-dependiente a HU-210 durante la maduración de ovocitos (17 h) medida como porcentaje de ovocitos en 
metafase II (MII), ovocitos fecundados, embriones divididos en 2 células y blastocitos después de la fecundación in vitro. Se muestra 
el desarrollo del embrión para el grupo control de ovocitos madurados in vitro con el vehículo, DMSO (barras blancas); y para los 
ovocitos incubados con HU-210 a 1 nM (barras gris claro), 10 nM (barras gris oscuro) o 100 nM (barras negras). (b) Los 
experimentos de reversión se llevaron a cabo como los experimentos anteriores, pero en presencia de SR141716 (SR1), antagonista 
selectivo de CB1 a 100 nM. Se realizó un experimento adicional en el que los ovocitos se incubaron solo con SR1 (barra con líneas). 
Los resultados se expresan como la media ± SEM de 5 experimentos independientes. Las diferencias significativas entre los 
tratamientos se indican con letras diferentes (a, b); p <0,05 en todos los casos. 
Cuando se realizó el mismo experimento utilizando el agonista y antagonista selectivo de CB2 
(JWH-015 y SR2) durante la maduración de ovocitos, no se observaron diferencias significativas en el 
desarrollo del embrión entre ovocitos madurados en presencia del cannabinoide o del vehículo (Figura 
4.11). Estos resultados confirma que la vía de activación que ejercen los cannabinoides durante la 
maduración y que afecta el número de embriones que alcanzan el estadio de blastocisto se da a través de la 
activación sólo del receptor CB1, lo que concuerdan con los resultados previos donde sólo aquellos 
genotipos que carecían de CB1 vieron afectado su desarrollo embrionario preimplantacional. 
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Figura 4.11: La activación farmacológica de CB2 durante la maduración de ovocitos no tiene efecto sobre el desarrollo del embrión. 
(a) Respuesta dosis-dependiente a JWH-015 durante la maduración de ovocitos (17 h) medido como porcentaje de ovocitos en 
metafase II (MII), ovocitos fecundados, embriones divididos en 2 células y blastocitos después de la fecundación in vitro. Se muestra 
el desarrollo del embrión para el grupo control de ovocitos madurados in vitro con el vehículo, DMSO (barras blancas); y para los 
ovocitos incubados con JWH-015 a 1 nM (barras gris claro), 10 nM (barras gris oscuro) o 100 nM (barras negras). (b) Los 
experimentos de reversión se llevaron a cabo como los experimentos anteriores, pero en presencia de SR144528, antagonista 
selectivo de CB2 (SR2) a 100 nM. Se realizó un experimento adicional en el que los ovocitos se incubaron solo con SR2 (barra con 
líneas). Los resultados se expresan como la media ± SEM de 5 experimentos independientes. Las diferencias significativas entre los 
tratamientos se indican con letras diferentes(a, b); p <0,05 en todos los casos. 
Es sabido que la activación partenogenética puede también inducir una marcada desfosforilación 
de ERK1/2 (Phillips, et al. 2002), por lo que, al evidenciar ese mismo comportamiento de desfosforilación 
con la adición de HU-210 durante la maduración, quisimos comprobar que no hubiese una activación que 
estuviese generando embriones partenogenéticos. Por lo tanto, quisimos comprobar que tras la estimulación 
de los ovocitos con HU-210 durante 17 h y una simulación de la fecundación en ausencia de 
espermatozoides seguidos del posterior cultivo (24 h) no se observara división ni formación de pronúcleos 
que indicará la presencia de embriones partenogenéticos; lo que confirmamos como se puede observar en 
la Figura 4.12. 
 
 
 
Figura 4.12: La presencia de cannabinoides durante la 
maduración de ovocitos no genera embriones 
partenogenéticos. Se muestran los porcentajes de ovocitos 
en estadio de GV, MI, MII y ovocitos con 2 cuerpos 
polares (2 PB) y 2 pronúcleos (2 PN) después de la 
maduración in vitro (17 h) en presencia de HU-210 (100 
nM) o vehículo (DMSO) y cultivados durante 24 hr, 
después de la simulación de fecundación en ausencia de 
espermatozoides. 
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4.2.1 Expresión e inmunolocalización de los receptores CB1 y CB2 durante el reinicio de la 
meiosis en ovocitos bovinos 
Durante la maduración in vitro de ovocitos de la especie bovina, el ARNm para CB1 fue detectado 
en los estadios de GV y MI, pero no en ovocitos que alcanzaron la MII. En contraste, los transcritos para 
CB2 aparecieron en todas las etapas que siguen al reinicio de la meiosis: GV, MI, y MII (Figura 4.13.a). 
El análisis de inmunofluorescencia reveló a nivel proteico la presencia de ambos receptores CB1 y 
CB2 durante el proceso de maduración in vitro (Figura 4.13.b). CB1 se distribuyó en el núcleo de los 
ovocitos en estadio de GV; sin embargo, comenzó a adoptar una ubicación más periférica en el estadio de 
MI después de la reanudación de la meiosis, la cual se hizo mucho más evidente en MII. Por el contrario, la 
distribución del  receptor CB2 fue homogénea en el citoplasma y sin cambios durante los diferentes estadios 
de maduración del ovocito (Figura 4.13.c). En conjunto, los resultados muestran los mismos hallazgos que 
encontramos en el modelo murino y que previamente se han descrito en humano (Peralta, et al. 2011), 
sugiriendo que este sistema podría estar implicado en general en la maduración de los ovocitos de mamífero.  
 
4.2.2 Dinámica de la expresión e inmunolocalización de los receptores CB1 y CB2 durante 
el desarrollo preimplantacional: modelo bovino 
Como hemos indicado en el inicio de esta sección, la dinámica de expresión y localización de los 
CBR sigue los mismos patrones observados en otras especies durante el reinicio de la meiosis.  En base a 
esto quisimos verificar si durante el desarrollo preimplantacional en la especie bovina se daban las mismas 
dinámicas de expresión para los receptores CB1 y CB2 que en la especie murina. Nuestros resultados 
muestran la expresión de CB1 a partir del estadio de 8-16 células y un aumento de la expresión en los 
siguientes estadios de mórula y blastocisto. Curiosamente, el inicio de la expresión para CB1 coincide en 
Figura 4.13: Expresión e inmunolocalización de CB1 y CB2 durante la maduración nuclear de ovocitos bovinos. (a). Resultados 
del análisis de expresión génica para Cnr1 (305 bp), Cnr2 (172 bp) y H2azf (209 bp) de ovocitos en estadio de GV, MI y MII 
madurados in vitro. Como control positivo se utilizaron tejido de feto (Fet). Como control negativo (CN) se realizó el proceso de 
PCR  en ausencia de muestra. (b y c). Distribución de CB1 y CB2 (verde), respectivamente durante la maduración nuclear in vitro 
de ovocitos a diferentes estadios. Vesícula Germinal (GV), Metafase I (MI), y Metafase II (MII). El ADN (azul) ha sido marcado 
con Hoechst-33342. n=15 ovocitos por estadio, barra de escala representa 20 µm. 
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ambos modelos animales con la activación del genoma embrionario para cada especie. En cuanto CB2 se 
observó expresión en todos los estadios del desarrollo embrionario partiendo desde cigotos hasta 
blastocistos, coincidiendo con el patrón que muestra la especie murina (Figura 4.14.a) y se observó un 
aumento significativo desde la activación del genoma embrionario en el estadio de 8-16 células hasta la etapa 
de blastocisto. 
Los resultados de localización de la proteína indican como posible vía de actuación para la señal 
cannabinoide al receptor CB1, tanto durante la maduración como durante el desarrollo embrionario 
preimplantacional es el único que adquiere una ubicación periférica en la membrana de las blastómeras  y 
pasando a una ubicación más nuclear en el estadio de blastocisto, similar a lo observado en el modelo murino 
(Figura 4.14.b). En relación al CB2 se observa normalmente distribuido en el citoplasma sin cambios 
significativos en su localización conforme avanza el desarrollo embrionario (Figura 4.14.c). 
Estos resultados son los primeros en evidenciar la expresión de los CBR durante la maduración del 
ovocito y el desarrollo embrionario temprano en el modelo bovino. 
4.2.3 La exposición a HU-210 y THC durante la maduración del ovocito bovino modifica 
los patrones de fosforilación de AKT y ERK1/2  
Al confirmar que la distribución de los receptores durante la maduración del ovocito bovino sigue 
la misma dinámica y distribución que en el modelo murino, donde anteriormente se comprobó que las vías 
de señalización estaban mediadas por el receptor CB1, quisimos utilizar la maduración en el modelo bovino 
para evaluar la respuesta a dos tipos compuestos cannabinoides: el fitocannabinoide THC, que como se 
explicó anteriormente podría tener más posibilidades de uso a nivel clínico, y su análogo sintético  el HU-
210,  del cual ya conocemos sus efectos y las posibles vías de activación. Para la realización de este 
experimento se utilizó como grupo control la adición del vehículo usado para disolver los cannabinoides a 
la misma concentración que los grupos tratados con las drogas (DMSO al 0.1%), y un segundo grupo control 
sin DMSO con el fin de descartar cualquier posible efecto del vehículo sobre las variables analizadas. No se 
encontró ninguna diferencia entre ambos grupos con o sin DMSO en la producción de embriones, los 
patrones de fosforilación de las proteínas analizadas durante el desarrollo embrionario, AKT y ERK1/2, o 
en la expresión génica de los blastocistos analizados. Basado en esto y en el hecho de que el DMSO fue el 
vehículo usado para ambos fármacos, se consideró el grupo DMSO como el grupo más adecuado para 
comparar todos los resultados como grupo control. 
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Figura 4.14: Expresión e inmunolocalización de CB1 y CB2 durante el desarrollo embrionario del modelo bovino. (a) Expresión 
del receptor CB1 (azul) y CB2 (verde). (b y c) dinámica de localización para el receptor CB1  y CB2 en estados representativos 
del desarrollo priemplantacional. GV; vesícula germinal, MI; Metafase I, 4 células, 8-16 células y blastocisto. Barra de escala 
representa 20 µm.  
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Anteriormente se ha comentado como en el modelo murino vimos una diferencia clara en los 
patrones de fosforilación en los ovocitos tratados tras 17 h de maduración in vitro. Sin embargo, en el modelo 
bovino quisimos determinar cuál era la respuesta inicial que ejercían los cannabinoides sobre los patrones 
de fosforilación a tiempos más cortos de exposición. En la Figura 4.16 se puede observar que inicialmente 
no se observa fosforilación de ninguna de las proteínas examinadas antes de la adición de los fármacos (0 
min). En el caso de la AKT, después de 5 min de tratamiento con HU-210 o THC, se detectó una clara 
señal de fosforilación de AKT en las células de la granulosa, junto con una tinción más débil en el citoplasma 
del ovocito, mientras que en el control con vehículo (DMSO) era mínima tanto para las células de la 
granulosa como para el ovocito (Figura 4.15.a). La normalización de los datos mostró una diferencia 
significativa en la fosforilación, tanto en el citoplasma del ovocito como en la granulosa que rodea al ovocito 
al usar ambos cannabinoides. Sin embargo, observamos que el THC generaba una respuesta inicial mayor 
en los patrones de fosforilación que su análogo sintético HU-210. Después de 30 minutos, este patrón de 
tinción se mantuvo bastante estable para esta proteína, mostrando siempre una mayor fosforilación en los 
grupos tratados con cannabinoides. Después de 24 h de incubación, el tiempo requerido para la maduración 
completa del ovocitos bovinos, la señal de la fosforilación en las células de la granulosa se vio disminuida y 
en una forma muy similar en todos los grupos. Sin embargo, pAKT continuó estando presente en el ovocito 
con una distribución homogénea en el citoplasma y una mayor intensidad de fosforilación en los grupos que 
fueron tratados con cannabinoides, llegando a ser 5 veces mayor que en el grupo control (Figura 4.15.a). 
Los patrones de fosforilación para ERK1/2 muestran que tras 5 min de tratamiento con ambos 
agonistas cannabinoides se aumenta la señal de pERK1/2 en las células de la granulosa, la cual se observa 
más débil en el grupo del vehículo. Igualmente se observó señal en el citoplasma del ovocito tanto con HU- 
210 como con THC aunque más débil, pero sólo este último grupo difirió significativamente del control 
(Figura 4.15.b). Sin embargo, después de 30 minutos de incubación,  pERK1/2 comenzó a ser evidente 
en el grupo control, mientras que los grupos de HU-210  y THC mostraron un aumento significativo de la 
fosforilación tanto en el ovocito como en la granulosa. Finalmente, después de 24 h, pERK1/2 disminuyó 
de forma similar en las células de la granulosa de los tres grupos. Por el contrario, en el ovocito evidencio 
un aumento muy marcado en la señal para pERK1/2, aunque nuevamente sin diferencias entre los grupos 
evaluados (Figura 4.16.b). 
En conjunto, estos resultados muestran que la señal de ambas proteínas tiene un patrón de 
fosforilación que se inicia en las células de granulosa que están rodeando al ovocito y que con el paso del 
tiempo se va internalizando hacia el ovocito hasta alcanzar mayores niveles de fosforilación en los ovocitos 
después de 24 hr de maduración. A pesar que desde 5 minutos se puede observar una respuesta diferencial 
en los grupos tratados, en conjunto podríamos decir que para ambas proteínas después de 30 minutos de 
exposición a ambos cannabinoides la respuesta en la fosforilación es significativamente mayor que en el 
grupo con vehículo.  
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4.2.4 Cambios en la velocidad del reinicio de la meiosis en ovocitos bovinos expuestos a 
HU-210 y THC 
Considerando que AKT y ERK1/2 están involucradas en otras vías de señalización nos 
preguntamos si podrían estar afectando el reinicio de la meiosis, por esta razón pasamos a evaluar los 
diferentes estadios de maduración nuclear en el ovocito durante su exposición a cannabinoides THC y HU-
210.  
AKT y ERK1/2 son proteínas que están implicadas en múltiples vías de señalización. En el ovocito, 
la pERK1/2 se ha asociado con el reinicio de la meiosis (Levesque and Sirard 1995). Por otra parte, se ha 
demostrado que pAKT puede inhibir a MYT, una de las quinasas que mantiene inactivo al factor promotor 
de la maduración (MPF) (Okumura, et al. 2002). Dado que la adición de ambos cannabinoides favoreció la 
fosforilación de ambas proteínas en el complejo cumulo–ovocito, quisimos ver si el reinicio de la meiosis se 
veía afectado evaluando la dinámica nuclear durante la maduración del ovocito. Para ello se analizaron 
ovocitos después de 0, 2, 4, 6, 8, y 12 h de maduración en presencia de HU-210, THC y vehículo. Según el 
estadio nuclear, los ovocitos fueron clasificados en vesícula germinal (GV), ruptura de vesícula o breakdown 
(GVBD), pro metafase I (PMI), metafase I (MI) y metafase II (MII). Como podemos ver, en la Figura 4.17 
se muestra la dinámica de la maduración nuclear, donde observamos que a 0 hr todos los ovocitos se 
encuentran en el estadio de GV (Figura 4.16.a).  
Sin embargo, después de 2 h de MIV se encontró un alto porcentaje de GVBD en los grupos con 
ambos cannabinoides comparados con el control (Figura 4.16.a). A las 6 h de MIV, la mayoría de los 
ovocitos avanzaron al estadio de pro-metafase I sin diferencia entre los grupos (Figura 4.16.b), y tras 8 h, 
todos los grupos alcanzaron sin diferencia el estadio de MI (Figura 4.16.c), Sin embargo, después de 12 h 
nuevamente se halló una diferencia significativa entre los grupos, observando un mayor porcentaje de 
ovocitos en el estadio de MII en ambos grupos experimentales comparados con el grupo control (Figura 
4.16.d). 
Finalmente, después de 24 hr de MIV todos los grupos alcanzaron el estadio de MII. Con estos 
resultados comprobamos que los cannabinoides están teniendo un efecto en el tiempo que los ovocitos 
tardan en realizar el GVBD y posiblemente la fosforilación de AKT y ERK1/2 podría estar mediando vías 
de señalización que aceleran el proceso de maduración nuclear. Sin embargo aún desconocemos si la 
diferencia en la velocidad presentada durante el inicio del proceso de maduración afecta el desarrollo 
embrionario o el número de embriones producidos a partir ovocitos tratados. 
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Figura 4.15: Activación de la fosforilación de AKT y ERK1/2 en respuesta a la suplementación con HU-210 o THC durante 
la maduración de ovocitos bovinos in vitro. Ovocitos inmaduros GV se cultivaron en presencia de 100 nM de cada uno de los 
cannabinoides. Se evaluó el estado de activación de AKT y ERK1/2 a 0 min, 5 min, 30 min y 24 h de maduración. (a) estado 
de fosforilación de pAKT en respuesta a la presencia de HU-210 o THC durante la maduración de ovocitos. (b) estado de 
fosforilación de pERK1/2 en respuesta a la presencia de HU-210 o THC durante la maduración de ovocitos. Las imágenes 
muestran ambas proteínas en verde marcadas con anticuerpo Alexa488. El ADN marcado con Hoechst aparece en azul, barra 
de escala representa 20 µm. Los datos normalizados se expresaron relativizados a la fosforilación del vehículo para ambas 
proteínas y se analizó por separado la señal de las células de la granulosa y del ovocitos. 
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4.2.5 Producción de embriones y expresión génica de blastocistos producidos con ovocitos 
madurados en presencia de HU-210 y THC 
Nuestro siguiente paso fue comprobar si los tratamientos utilizados durante el periodo de 
maduración de los ovocitos podían tener un efecto en la fecundación, el desarrollo embrionario posterior y 
la calidad de los embriones producidos. En primer lugar, la incubación con 100 nM de HU-210 o THC no 
tuvo efectos significativos sobre las tasas de división al día 2 y tampoco sobre la producción de blastocistos 
en los días 7, 8 y 9 después de la fecundación in vitro P> 0,05  (Tabla 4.1). 
Para determinar los efectos sobre la calidad del embrión, evaluamos la expresión de los ARNm  
para genes candidatos relacionados con diferentes procesos biológicos como apoptosis, estrés oxidativo, 
metilación, metabolismo, uniones celulares,  pluripotencia e implantación. Los patrones de expresión de la 
mayoría de estos genes no presentaron diferencias en los embriones derivados de ovocitos madurados en 
presencia de THC o HU-210 en comparación con el control (Figura 4.17). Sin embargo, en los embriones 
que provenían de ovocitos tratados con cannabinoides, se observó una sobreexpresión (P <0,05) en dos de 
los genes evaluados: el primero de ellos el relacionado con las uniones gap,  la Gap proteína alfa-1 (Gja1), 
también conocido como conexina 43, que participa en la señalización celular relacionada con la formación 
de uniones entre las células y, el segundo de ellos fue el interferón-tau (Ifnτ) que participa en la señalización 
celular relacionada con el reconocimiento del embrión para la implantación. El Ifnτ se sobre expresó de 
Figura 4.16: Cambios en el estatus nuclear de ovocitos a lo largo de la maduración, como consecuencia de la exposición a HU-210 
y THC. Los resultados se expresan como porcentaje de ovocitos en cada etapa de maduración y punto de tiempo. Para simplificar 
el análisis, se eligieron cuatro etapas: (a) % de ruptura de la vesícula germinal (GVBD), definida por la ausencia de la membrana 
nuclear visible; (b) %  de pro-metafase I (PMI), que se define por la condensación de la cromatina; (c) % metafase I etapa (MI), el 
material nuclear se muestra con cromosomas individuales y (d) % de metafase II (MII) caracterizado por la presencia de placa 
metafásica. Letras diferente a-b representan medias que difieren entre los tratamientos en el mismo tiempo (P <0,05). Se muestran 
fotomicrografías representativas. A: imagen representativa de GVBD; B: imagen representativa de los ovocitos con PMI; C: imagen 
representativa de MI; D: imagen representativa de los ovocitos con MII. La barra de escala representa 20 µm. 
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manera similar en los grupos madurados con HU-210 y THC, mientras que aunque la expresión de GJA1 
también se incrementó en ambos grupos (P <0,01, Figura 4.17), el aumento en la expresión fue más 
pronunciado en el grupo de THC en comparación con el grupo de HU -210 (P <0,01 Figura 4.17). 
 
Tabla 4.1  Producción de embriones a partir de ovocitos tratados con 100 mM of HU-210 o THC y 
grupo control con DMSO. 
    
Tasa de producción de blastocistos 
  
% División 
D2 D7 D8 D9 
Grupo   n   n (% ± S.E) n (% ± S.E) n (% ± S.E) n (% ± S.E) 
         
DMSO 190 146 77.31 ± 4.25 28 14.95 ± 1.38 42 23.01 ± 2.68 45 24.63 ± 2.62 
HU210  227 180 77.94 ± 3.29 32 15.65 ± 3.53 50 23.08 ± 2.05 56 25.03 ± 1.33 
THC  240 190 78.84 ± 2.75 31 13.19 ± 4.93 51 20.85 ± 5.71 53 21.81 ± 5.85 
 
 
 
 
Figura 4.17 Expresión de ARNm de genes importantes para el desarrollo preimplantacional analizado por PCR en tiempo real 
(qPCR). La figura muestra los patrones de expresión en blastocistos bovinos derivados de ovocitos madurados en presencia de 
vehículo DMSO (control), o cannabinoides exógenos HU-210 o THC. Las barras con letras diferentes indican una diferencia 
significativa entre los tratamientos en P <0,05. 
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Capítulo III 
 
4.3 El consumo crónico de THC en ratones no afecta la fisiología 
testicular ni la capacidad de sus espermatozoides para fecundar in 
vitro 
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4.3.1 La exposición de forma aguda a THC no afecta a la motilidad de espermatozoides 
murinos   
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los capítulos previos, referente a la parte femenina, 
donde el uso de cannbinoides durante la maduración del ovocito mejoró la producción de embriones en el 
modelo murino, y la calidad de los embriones en el modelo bovino, nuestra siguiente pregunta fue si en la 
parte masculina la exposición a cannabinoides podría afectar la capacidad de los espermatozoides para 
fecundar al ovocito, ya que, además, se ha demostrado que el espermatozoide presenta receptores CBR en 
los espermatozoides de diversas especies  (Agirregoitia, et al. 2010, Aquila, et al. 2010, Gervasi, et al. 2009, 
Maccarrone, et al. 2005).  
Con el fin de analizar la respuesta inmediata de los espermatozoides tras el contacto con THC, se 
evaluó la motilidad espermática a concentraciones crecientes de dicha droga comprendidas entre 0 y 100nM.  
Los resultados obtenidos  no mostraron diferencias significativas en ninguno de los parámetros evaluados 
en los espermatozoides tratados con respecto al grupo control (Tabla 4.2).  
 
Tabla 4.2 Media y error estándar para parámetros de motilidad en ratones Wt tratados de 
manera aguda con THC  
          
Parámetro 
Concentración de THC (nM) 
0 1 10 100 
     
VCL 70 ± 4 69 ± 3 69 ± 2 71 ± 3 
     
VSL 31 ± 1  33 ± 2 34 ± 1  34 ± 2 
     
VAP 40 ± 1  41 ± 2 41 ± 1  42 ± 2 
     
LIN 46 ± 3 49 ± 1 51 ± 1 50 ± 2 
     
STR 77 ± 3 80 ± 1 82 ± 1 81 ± 1 
     
WOB 58 ± 2 60 ± 1 61 ± 1 61 ± 1 
     
ALH 3.5 ± 0.2 3.4 ± 0.1 3.3 ± 0.1 3.5 ± 0.2 
     
BCF 7.6 ± 0.5 7.5 ± 0.5 8.2 ± 0.5 8.0 ± 0.5 
 
4.3.2 El consumo crónico de THC afecta al SNC, pero no tiene efecto en el sistema 
reproductivo 
Al no encontrar cambios significativos en la motilidad de los espermatozoides incubados de manera 
aguda con THC, y dado que nuestros resultados no coinciden con lo descrito hasta la fecha, decidimos crear 
un modelo de consumo crónico de THC para evaluar la capacidad para fecundar de estos espermatozoides.  
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En primer lugar procedimos a comprobar que nuestro modelo crónico de administración de 
10mg/kg/día de THC por vía intraperitoneal durante 30 días tenía realmente un efecto a nivel de la 
señalización cannabinoide. Como se ha descrito anteriormente, el consumo crónico de THC produce una 
desensibilización del receptor CB1 a nivel del SNC, disminuyendo su expresión  (Sim-Selley 2003). Sin 
embargo, a nivel testicular no se ha descrito para este tipo de tratamiento si se altera la expresión de CB1. 
Por esta razón realizamos un análisis de la expresión génica del receptor CB1 en cerebro y testículo como 
tejidos representativos de cada sistema.  
 
 
 
 
 
 
 
Los datos obtenidos demostraron que en el cerebro la exposición crónica a THC durante 30 días 
produce una disminución en la expresión del receptor CB1, lo que concuerda con lo que se ha descrito 
previamente a nivel de SNC (Sim-Selley 2003). Sin embargo, en el testículo no se vio afectada la expresión 
de dicho receptor (Figura 4.19). Estos resultados indican en nuestro modelo, que las dosis utilizadas si 
están llegando a nivel sistémico y son suficientes para observar un efecto en la regulación de la expresión 
del receptor CB1 en cerebro. Sin embargo, a nivel del testículo estas mismas dosis no desencadenan dicho 
mecanismo, por lo cual nos preguntamos si realmente el tratamiento con THC con la dosis y duración 
utilizadas tiene un efecto a nivel reproductivo.    
Posteriormente, se realizó un análisis proteico para detectar la presencia del receptor y evaluar si la 
cascada de fosforilación que se desencadena por la activación de CB1 a nivel cerebral se encontraba 
igualmente afectada en los animales tratados. Efectivamente, los resultados del análisis proteico mostraron 
una disminución significativa del receptor CB1 y un aumento significativo de la fosforilación de AKT en la 
corteza cerebral de los animales tratados con THC en comparación con el grupo control. No se observaron 
diferencias en la cantidad total de AKT entre ambos grupos. Asimismo, se analizó si la fosforilación de AKT 
desencadenó la inhibición en la fosforilación de GSK3-β como se ha descrito anteriormente para esta vía. 
Los resultados evidencian que tanto la proteína total como la forma fosforilada de GSK3-β no tuvieron 
variaciones tanto en animales con tratamiento crónico como en el grupo control. (Figura 4.20). Por tanto, 
queda comprobado que la cantidad de THC administrada está activando el receptor CB1, causando un 
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Figura 4.19 La exposición crónica durante 30 días a THC (10mg/kg/día) afecta a la expresión del receptor CB1 en el cerebro 
pero no en el testículo. El gen H2afz fue utilizado como gen de referencia. a, b Letras diferentes  indican diferencias significativas 
(P < 0,05). 
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aumento de la pAKT, la cual se encarga de mantener  inhibida a GSK3-β evitando su fosforilación, la 
respuesta generada en esta vía de señalización concuerda con lo descrito previamente a nivel del SNC para 
la activación del receptor CB1 (Ozaita, et al. 2007).  
 
4.3.3 La diferencia de expresión de CB1 a nivel cerebral no está regulada por 
modificaciones en la metilación de la región promotora del receptor  
A nivel de sistema digestivo, específicamente en colon, se ha descrito que la expresión del receptor 
CB1 está regulada por mecanismos epigenéticos, mediante la metilación de la región promotora del receptor 
CB1 (Wang, et al. 2008).  Por lo tanto, quisimos evaluar si existía un mecanismo epigenético implicado en 
la disminución de la expresión de CB1 a nivel de SNC observada en nuestro tratamiento crónico. Para ello 
evaluamos el estado de metilación del promotor del receptor CB1 en muestras de cerebro de animales 
tratados y no tratados, encontrando que no existen alteraciones en la metilación en ninguno de los grupos. 
Igualmente extendimos el análisis a los blastocistos producidos por fecundación in vitro con estos mismos 
animales, y nuevamente observamos que el patrón de metilación se mantiene sin cambios.  
 
Figura 4.20  Respuesta de la vía PI3K/AKT/GSK3β en el 
SNC mediante la técnica de western blot: Se muestran dos 
réplicas por cada análisis para ambos tratamientos THC: 
machos inyectados con THC con una dosis diaria de 10mg/kg, 
durante 30 días y Vehículo: machos inyectados con  
etanol:cremofor:salino 1:1:18 durante 30 días. Se observa cómo 
tras la activación del receptor CB1 mediante THC, se activa la 
vía típica de señalización en el SNC mediante la fosforilación de 
AKT, y como consecuencia se inhibe la fosforilación de 
GSK3β. Se muestran datos representativos de 3 o 4 machos 
provenientes de dos replicas independientes. La normalización 
de los datos se realizó en comparación al grupo control, (*) 
indican diferencias significativas P < 0,05 y (**) P < 0,01. 
 
Resultados  
 
106 
 
 
 
 
 
4.3.4 Efecto del consumo crónico de THC en el epidídimo y el testículo 
Los ratones expuestos al tratamiento crónico con THC no mostraron ninguna variación 
significativa en el peso corporal en comparación con el grupo control tratado solo con vehículo. Sin 
embargo, el peso total y peso relativo de los órganos reproductivos aumentó significativamente (p< 0,05), 
tanto testículos un 24% como en epidídimos un 16%, en aquellos animales que fueron tratados con THC 
(Tabla 4.2).  
El siguiente paso fue comprobar si la exposición a THC afectaba a la estructura de los túbulos 
seminíferos, ya que se ha sido descrito que tras la activación de los receptores cannabinoides se da una 
aceleración de la espermatogénesis, por lo cual se ha considerado la señal cannabinoide como necesaria para 
la progresión correcta de la espermatogénesis (Di Giacomo, et al. 2015, Sugiura, et al. 1996). La evaluación 
histológica mostró una actividad espermatogénica normal en la mayoría de los túbulos seminíferos 
evaluados. El número de túbulos sin espermatozoides, así como la presencia de algunas anormalidades como 
vacuolización en células de Sertoli, desprendimiento de células en el lumen y células gigantes, fue similar 
tanto en el grupo tratado como en el grupo control (Figura 4.22). Por otro lado, no se encontraron 
diferencias significativas entre ambos grupos en el nivel de apoptosis, analizado mediante la técnica de 
TUNEL en secciones transversales de testículo (Figura 4.23).  
 
Figura 4.21: Patrones de metilación del promotor de CB1 en cerebros de animales tratados con THC (10 mg/kg de peso 
corporal/día) y controles tratados con vehículo. Se analizó igualmente el patrón de metilación en los blastocistos producidos 
mediante fecundación in vitro a partir de los mismos animales tratados y el grupo control. Se determinó el estado de metilación 
de 59 CpG mediante secuenciación por bisulfito. 
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Tabla 4.2 Pesos totales y pesos relativos de los órganos reproductores en ratones tratados crónicamente con THC. * 
                
Grupo Peso animal (gr) Testículos (gr) 
Testículo der 
(gr) 
Testículo izq (gr) Epidídimo (gr) Epidídimo der (gr) Epidídimo izq (gr) 
        
CT 35,55±1,74 0,198±0,03 a 0,102±0,02 a 0,097±0,01 a 0,111±0,01 a 0,054±0,01 a 0,056±0,01  
        
THC 35,10±1,72 0,247±0,04 b 0,128±0,02 b 0,120±0,02 b 0,129±0,02 b 0,066±0,01 b 0,063±0,01  
                
        
                
Grupo  Peso animal (gr) Testículos (%) 
Testículo der 
(%) 
Testículo izq (%) Epidídimo (%) 
Epidídimo der  
(%) 
Epidídimo izq  
(%) 
        
CT 35,55±1,74 0,558±0,09 a 0,287±0,05 a 0,271±0,04 a 0,312±0,03 a 0,153±0,03 a 0,158±0,02 a 
        
THC 35,10±1,72 0,706±0,09 b 0,364±0,04 b 0,342±0,04 b 0,367±0,05 b 0,187±0,03 b 0,180±0,02 b 
        
 
 
* Los pesos relativos reflejan el peso absoluto de órganos (mg) / peso corporal del animal (gr). Los datos se expresan como la media ± SD.   
CT: grupo control tratado solo con vehículo. THC: grupo tratado con Δ9-tetrahidrocannabinol  
a, b Letras diferentes  en la misma columna indican diferencias significativas analizadas mediante t-test (P < 0,05). 
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4.3.5 Capacidad fecundante de los espermatozoides de animales expuestos crónicamente 
a THC 
Todos los trabajos realizados hasta la actualidad sobre el consumo de THC evalúan tanto 
parámetros seminales, principalmente la motilidad, como cambios en perfiles hormonales que incluyen la 
testosterona y hormonas gonadotrópicas. Sin embargo, en ningún trabajo se ha analizado la capacidad de 
fecundación de estos espermatozoides. La motilidad espermática evaluada después de la recuperación del 
semen en medio HTF no presentó diferencias entre el grupo control (24.6 ± 4.7) y el grupo tratado (23.2 ± 
4.4). Los resultados de baja motilidad espermática se deben al vehículo utilizado para el agonista 
cannabinoide, que afectó por igual a ambos grupos. Sin embargo, la cantidad de espermatozoides móviles 
recuperada fue suficiente para alcanzar la dosis requerida en el protocolo de fecundación in vitro, 
produciendo embriones a partir de todos los machos del estudio. La producción de embriones mostró 
resultados similares en ambos grupos, tanto en el porcentaje de ovocitos fecundados, como en las primeras 
divisiones y en el desarrollo hasta blastocisto. Por tanto, en nuestro experimento observamos que la 
exposición a THC no afecta a la capacidad de los espermatozoides para fecundar in vitro y producir 
embriones hasta estadios preimplantacionales (Figura 4.24).  
 
Figura 4.22: Parámetros 
histológicos analizados en los 
testículos de animales tratados 
durante 30 días con THC (10 
mg/kg de peso corporal/día) y 
controles tratados con vehículo 
etanol:cremofor:salino 1:1:18. 
 Imágenes representativas de los 
túbulos seminíferos evaluados a) 
actividad espermatogénica normal, 
b) sin presencia de 
espermatozoides, c) vacuolización 
en células de Sertoli, d) 
desprendimiento de células 
germinales al lumen y e) presencia 
de células gigantes. (*) 
Indican diferencias significativas 
por t-test (P < 0,05). 
  
Figura 4.23: Análisis de apoptosis mediante 
la técnica de TUNEL en testículos de 
animales tratados con THC (10 mg/kg de 
peso corporal/día) y controles tratados con 
vehículo. El ADN marcado con Hoechst 
aparece en azul, y en rojo brillante aparecen 
marcadas las células apoptóticas.  
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Figura 4.24: El consumo crónico de 
THC (10 mg/kg de peso/día) no 
afectó a los porcentajes de fecundación 
y producción de embriones hasta la 
etapa de blastocisto. (*) 
Indica diferencias significativas entre 
ambos grupos por t-test (P < 0,05). 
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Discusión  
Papel de los cannabinoides durante la maduración de ovocitos murinos  
Con el fin de analizar los mecanismos mediante los cuales los cannabinoides pueden afectar a la 
maduración ovocitaria y al desarrollo preimplantacional, en esta tesis hemos realizado una serie de 
experimentos genéticos y farmacológicos para examinar si los cannabinoides actúan a través de sus 
receptores CB1 y/o CB2, modulando la maduración de ovocitos y el desarrollo embrionario en un modelo 
murino. 
Los receptores CB1 y CB2 están presentes durante el reinicio de la meiosis y el desarrollo 
embrionario temprano en el modelo murino 
De acuerdo con la teoría clásica de los receptores acoplados a proteína G (GPCRs), para realizar su 
función el receptor necesita alcanzar la membrana celular (Cahill, et al. 2007, Howlett, et al. 2002), donde se 
encuentran los mecanismos necesarios para su activación. Nuestros resultados demuestran que ambos 
receptores se expresan en el ovocito durante el reinicio de la meiosis. Además, la localización de CB1 varía 
dinámicamente durante el proceso del reinicio de la meiosis y cómo al final de la maduración alcanza una 
localización periférica que hace al receptor gran candidato a participar en diversas rutas de señalización. 
Contrariamente, la falta de cambios en la ubicación de CB2 a través de los diferentes estadios de la 
maduración nuclear, señala una menor participación de este receptor en el proceso de maduración. 
El complejo cúmulo-ovocito integrado por el gameto femenino y las células del cúmulo que le 
rodean es una unidad funcional completa y dinámica que juega un papel fundamental en el metabolismo de 
los ovocitos durante la maduración (Prates, et al. 2014). Debido a la presencia de ambos receptores CB1 y 
CB2 en las células de la granulosa, es importante tener en cuenta que los efectos observados en la 
fosforilación de las proteínas durante la maduración,  podrían estar causados por los cannabinoides que 
actúan directamente en los ovocitos, o bien podrían actuar indirectamente a través de las células que le 
rodean. 
Aunque estudios previos muestran la expresión de ambos receptores durante la etapa 
preimplantacional (Buckley, et al. 1997, Wang, et al. 2006a), hasta la fecha no existía un estudio de 
caracterización en el que se describiera la dinámica de expresión de ambos receptores a medida que avanza 
el desarrollo embrionario. Los patrones de expresión de NAPE-PLD y FAAH, otros componentes del 
sistema cannabinoide, se encargan de mantener niveles bajos de la AEA en los sitios de implantación. 
Trabajos previos han demostrado niveles altos de AEA en el momento de la implantación están asociados 
con la pérdida espontanea de la preñez (Maccarrone, et al. 2002, Maccarrone, et al. 2000). Por lo tanto, existe 
la teoría que el SC podría estar regulando los mecanismos que señalizan al embrión el sitio adecuado de la 
implantación (Guo, et al. 2005, Wang, et al. 2007). Nuestros resultados muestran que principalmente el 
receptor CB1 puede ser el implicado en los efectos causados por los cannabinoides durante esta etapa debido 
a su patrón de localización. Por otra parte, el aumento en la expresión de CB1 por parte del embrión a partir 
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de la activación del genoma embrionario y durante las etapas previas a la implantación muestra como el 
embrión se prepara para la señalización cannabinoide, lo cual podría estar ubicando a este sistema dentro 
de la comunicación materno-embrionaria para garantizar una adecuada implantación.  
La presencia de los receptores tanto a nivel de ARNm como a nivel proteico confirman que la 
señalización cannabinoide  acompaña tanto a la maduración del ovocito como al desarrollo embrionario 
preimplantacional, lo cual nos da claros indicios de que tanto ovocito como embrión son sensibles a los 
compuestos endógenos o exógenos que puedan activar el sistema cannabinoide. Es importante entender 
cuál es la importancia de este sistema de señalización en las primeras etapas de la reproducción para así 
comprender los posibles efectos que puede tener el creciente consumo de cannabinoides exógenos por uso 
lúdico o terapéutico sobre la reproducción.  
La ausencia de CB1 durante la maduración del ovocito retrasa el desarrollo embrionario y afecta el 
transporte oviductal 
En los experimentos de desarrollo embrionario realizados in vivo donde hembras WT y hembras de 
los tres genotipos en estudio, Cnr1–/–, Cnr2–/– and Cnr1–/–/Cnr2–/– , se aparearon con machos WT, los 
embriones procedentes de ovocitos Cnr1-/- y Cnr1-/-/Cnr2-/- mostraron retraso en el desarrollo, mientras que 
los procedentes de ovocitos WT o Cnr2-/- mostraron un desarrollo normal, lo cual sugiere que el retraso se 
debe a la falta de CB1 pero no a la de CB2 en etapas previas a la fecundación. Sin embargo, la falta de ambos 
receptores agrava aún más los efectos perjudiciales observados, lo que sugiere que el receptor CB2, aunque 
no participa directamente en la maduración de los ovocitos, sería capaz de compensar en cierta medida, la 
falta de CB1. A pesar de la posibilidad descrita por otros autores de que el retraso fuese debido a la retención 
de los embriones en el oviducto (Paria, et al. 2001, Wang, et al. 2004), nuestros resultados muestran un bajo 
porcentaje de retención oviductal en hembras Cnr1-/- y Cnr2-/-, y sólo observamos una retención significativa 
en el genotipo Cnr1-/-/Cnr2-/-, lo que indica que la falta de ambos receptores si afecta el transporte oviductal 
mostrando que el sistema cannabinoide  en necesarios para un adecuado transporte a nivel del oviducto. 
Además, mediante los experimentos in vitro, donde la variable de transporte o retención oviductal 
era eliminada, observamos el mismo retraso en los embriones que provenían de ovocitos que carecían de la 
expresión de CB1, y al igual que en los experimentos in vivo se observó un fenotipo más marcado cuando 
carecían de ambos receptores. Previamente se ha reportado que los embriones homocigotos para CB1 
sufren retraso en el desarrollo embrionario y esto ha sido atribuido a un deficiente transporte en el oviducto 
por la falta de CB1 en el tracto reproductivo (Wang, et al. 2004). Nuestros experimentos han demostrado 
que solo la falta del receptor CB1 durante el proceso de maduración afecta el desarrollo del embrión. 
Las observaciones de la baja producción de embriones y el retraso en el desarrollo en ausencia de 
CB1 durante la maduración de ovocitos en los animales knockouts, refuerzan la idea de que la activación de 
la vía CB1 durante la MIV puede ser una alternativa que puede utilizarse en este procedimiento para mejorar 
resultados a nivel de producción embrionaria. 
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Los cannabinoides pueden activar a través de CB1 el reinicio de la meiosis modulando las proteínas  
AKT y ERK1/2   
La reanudación meiótica del ovocito requiere una drástica caída en los niveles de AMPc  producida 
por la estimulación de la LH y, al mismo tiempo, la señalización dependiente de LH induce la activación y 
estimulación de las vías MAPK y PI3K/AKT (Hoshino and Sato 2008). Actualmente los modelos de 
maduración in vitro utilizan la vía de señalización de EGFr para inducir el reinicio de la meiosis y se ha 
comprobado que a través de este receptor se activa ERK1/2 causando el cierre progresivo de las uniones 
comunicantes entre las células de granulosa y el ovocito, lo que conlleva a una disminución en los niveles 
de AMPc  y un mayor grado de expansión del cúmulo asociado con el reinicio del ciclo meiótico y con una 
correcta maduración.  
Existen evidencias de otras vías independientes al estímulo hormonal para disminuir los niveles de 
AMPc  en el ovocito y reiniciar la meiosis. Anteriormente se ha demostrado que un receptor huérfano, el 
GPR3, que se localiza en el ovocito, puede mantener el arresto meiótico (Mehlmann, et al. 2004), dando un 
papel importante los GPCRs y al mecanismo de las proteínas G dentro del proceso de maduración  
(Mehlmann, et al. 2006). Según diversos trabajos, la estimulación de la subunidad Gαi es un camino bien 
caracterizado para la inactivación de AC, lo que resulta directamente en una reducción del AMPc (Simonds 
1999), y se ha descrito tanto para ratón como rata que diferentes isoformas de AC están inactivados por Gαi 
(Hanoune and Defer 2001). Esto apoya la idea de que los GPCR (como CB1) pueden ser inductores de la 
maduración meiótica actuando a través de la inhibición de AC para causar la caída de los niveles de AMPc. 
(Mehlmann 2005). Esta vía de señalización despierta gran interés en aquellos casos en los que el uso de 
hormonas esta contraindicado, ya que, los estímulos para desencadenar la maduración puede provenir de 
otros compuestos que se acoplen a este tipo de receptores como pueden ser los cannabinoides. Otros 
estudios en ratones han demostrado utilizando la toxina pertussis, un conocido inhibidor de las proteínas 
Gαi, que la reanudación meiótica no se impidió totalmente cuando los ovocitos son sometidos  a estímulos 
como la LH, mientras que en otras especies como los equinodermos, se ha descrito que la vía a través de las 
Gαi si es necesaria para desencadenar la maduración (Kalinowski, et al. 2003, Mehlmann, et al. 2006, Shilling, 
et al. 1989). Todos estos datos muestran que el reinicio meiótico de los ovocitos es un proceso multifactorial 
llevado a cabo por diferentes vías de señalización que pueden actuar en sinergia para obtener una buena 
calidad ovocitaria y que puede depender o no de estímulos hormonales, sin embargo, aún hoy en día no se 
conocen en su totalidad. 
Como bien se ha establecido, el proceso de maduración in vitro se retrasa al compararse con el in 
vivo (Chian, et al. 2004), nuestras observaciones muestran que a pesar de que la localización del receptor CB1 
al final del proceso de maduración en el estadio de MII es periférica tanto en los ovocitos madurados in vivo 
como en los ovocitos madurados in vitro, se observaron diferencias entre ambos tipos de maduración 
observando que la localización periférica comienza a ser evidente desde el estadio de GV en la maduración 
del ovocito es in vivo proceso que se ve retrasado en los ovocitos in vitro, donde comienza en MI. Estos 
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hallazgos nos permiten plantear la hipótesis de que la reubicación de CB1 hacia la periferia se produce desde 
la etapa de GV, ya que en esta etapa CB1 fue localizado periféricamente en ovocitos madurados in vivo, 
donde podría estar participando en rutas de señalización a través de la vía de proteínas G y la inactivación 
de la AC, para disminuir los niveles de AMPc y reanudar la meiosis.  
Nuestras sospechas se confirmaron después de realizar la modulación farmacológica selectiva de 
CB1 y CB2 durante la maduración utilizando un modelo in vitro. Observamos como la presencia de los 
cannabinoides en el medio de maduración mejoró la competencia de los ovocitos para alcanzar el estadio 
de blastocisto a través de la señalización mediada por el receptor CB1. Además de esto, se pudo observar 
una respuesta dosis-dependiente. Cuando se probó el comportamiento de las dos quinasas esenciales en las 
vías PI3K/AKT y MAPK que regulan la progresión de la meiosis durante la MIV (Sanchez and Smitz 2012), 
tanto la AKT y ERK1/2, mostraron cambios en su fosforilación solamente cuando se dio la activación 
selectiva de CB1. Por lo tanto, se debe considerar que los cambios en los patrones de activación de estas 
dos proteínas ejercidos al estimular CB1 podrían ayudar en la maduración de los ovocitos in vitro. Nuestros 
resultados concuerdan con estudios previos en ovocitos de hámster que contaban con la expresión del 
receptor humano CB1, donde se demostró una activación de la vía MAPK y una inhibición de la AC ante 
la estimulación del receptor con cannabinoides (Bouaboula, et al. 1995).  
La maduración de ovocitos implica la activación de diversas vías de transducción de señales que 
convergen para activar el factor promotor de la maduración (MPF), un complejo que consta de la quinasa 
CDK1 y la Ciclina B1 (Schmitt and Nebreda 2002). En el complejo pre-MPF, se mantiene en su estado 
inactivo por la fosforilación de CDK1 a través de las quinasas Wee1/Myt1, que a su vez se mantienen activas 
por la acción de la PKA que responde a altos niveles intracelulares de AMPc. Uno de los estímulos para 
desencadenar el reinicio meiótico es bloquear la PKA que se puede dar por la disminución del AMPc, o 
inactivar directamente las quinasas que mantienen fosforilada la subunidad CDK1. En ovocitos de ratón, se 
ha demostrado que el bloqueo en la fosforilación de AKT se refleja en una reducción significativa en la 
actividad o desfosforilación de CDK1 lo que conlleva a un retraso de la reanudación de la meiosis (Kalous, 
et al. 2009). Además, en los ovocitos de estrellas de mar, Myt1, que es la quinasa inhibidora más importante 
del complejo MPF en esta especie, es fosforilada e inhibida directamente por AKT, promoviendo así la 
reanudación de la meiosis (Okumura, et al. 2002). Estos hallazgos ubican a la activación de AKT como un 
activador del ciclo meiótico. Nuestros experimentos muestran que después de 1 h de MIV, AKT no se 
fosforiló en presencia o ausencia de HU-210, coincidiendo con observaciones anteriores realizadas en 
ovocitos de ratón (Chen, et al. 2013). Sin embargo, después de 17 h de MIV, AKT permaneció desfosforilada 
en presencia del vehículo, mientras que la fosforilación aumentó significativamente y de una manera dosis-
dependiente cuando los ovocitos se incubaron con el cannabinoide. Esta observación sugiere que la 
activación de AKT inducida por HU-210, a través del receptor CB1, podría mejorar la activación de MPF, 
demostrando que la activación de AKT es necesaria para la transición MI/MII durante la maduración 
meiótica del ovocito de ratón, como se ha descrito en ovocitos de otras especies como bovinos (Tomek and 
Smiljakovic 2005) y porcinos (Kalous, et al. 1993).  
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Del mismo modo, en un modelo de ovocitos de cerda se observó que AKT se desfosforila durante 
la maduración ineficiente en un medio libre de gonadotropinas, causando una disminución en la expansión 
de la capa de células del cúmulo y la persistencia de los ovocitos en GV durante 24 h (Kalous, et al. 2009). 
La ausencia de pAKT junto con la baja producción de blastocistos observada en nuestro grupo control 
después de 17 h de maduración en comparación con ovocitos madurados en presencia de cannabinoides, 
podría explicar por qué los ovocitos generados por MIV no son suficientemente competentes para soportar 
con éxito el desarrollo del embrión. Por lo que esto podría ser una diana terapéutica para estrategias dirigidas 
a mejorar la eficiencia de la MIV a través de la adición de este tipo de compuestos a los medios de 
maduración para activar vías de señalización como PI3K/AKT que favorezcan el reinicio de la meiosis. 
También es conocido que el aumento de actividad de ERK1/2 producida después de la reanudación 
de la meiosis es mayor en ovocitos detenidos en MII y disminuye lentamente después de la salida de MII 
(Schindler 2011). Curiosamente, en la mayoría de los ovocitos que se incubaron durante 17 h en presencia 
de HU-210, el estado de fosforilación de ERK1/2 era mucho más débil que en los controles, lo que indica 
que la presencia del cannabinoide, a través de CB1, altera la vía de las MAPK; específicamente a la proteína 
ERK1/2. Esta disminución de la fosforilación podría explicar en parte el aumento de la producción de 
embriones observado en nuestros experimentos, ya que se sabe que la desfosforilación de ERK1/2 es una 
señal necesaria en los ovocitos que salen del segundo arresto meiótico en MII (Moos, et al. 1996, Phillips, 
et al. 2002). Por lo tanto, creemos que los cannabinoides podrían ayudar a la salida de MII mediante la 
desfosforilación de ERK1/2, lo que resultaría en el aumento del número de embriones observados después 
de la maduración de los ovocitos en presencia de HU-210.  
En conclusión, en el capítulo 4.1 se demuestra la relevancia de la activación del receptor CB1 en el 
control de las vías moleculares de PI3K/AKT y MAPK, que juegan un papel importante en la maduración 
de ovocitos (Figura 5.1). Por tanto, proponemos que la activación farmacológica de los receptores CB1 
durante la MIV podría suponer una alternativa para obtener ovocitos viable para un proceso de FIV en 
pacientes que no toleran la estimulación hormonal. 
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Figura 5.1: Diagrama propuesto del mecanismo de maduración de ovocitos inducida por HU-210. (a) HU-210 se une a los 
receptores CB1 y estimula la activación de AKT y la inhibición de ERK1/2. Esto conlleva a un aumento en el número ovocitos que 
adquiere la competencia para completar el desarrollo durante la maduración in vitro. (b) Inhibición del receptor CB1 por el 
antagonista específico SR1 revierte el efecto de HU-210. 
 
El efecto de los cannabinoides en el modelo bovino de maduración ovocitaria 
Recientemente se ha demostrado que el sistema cannabinoide está presente durante el proceso de 
maduración en ovocitos humanos (Agirregoitia, et al. 2016, Peralta, et al. 2011), y lo que es aún más 
interesante, la dinámica de distribución de los receptores CB1 y CB2 sigue patrones similares al modelo 
murino que se ha expuesto anteriormente. Sin embargo, antes de poder ser utilizados en cualquier ensayo a 
nivel de clínica humana es importante evaluar los efectos de los compuestos cannabinoides en otros modelos 
animales que se asemejen más la especie humana en la fisiología de la maduración y el desarrollo embrionario 
para verificar sus posibles implicaciones en la calidad y viabilidad de los embriones producidos.   
Por esta razón, para este capítulo 4.2 hemos elegido el modelo bovino del cual podríamos decir que 
es uno en los que más se ha desarrollado la producción in vitro de embriones partiendo de la obtención de 
ovocitos recogidos de ovarios de matadero y sin estimulación hormonal (Lonergan 2006, Moussa, et al. 
2015). Nuestra selección del modelo de ovocitos bovinos se basó en el hecho de ser un modelo donde está 
ampliamente estandarizada la maduración in vitro alcanzando un alto porcentaje de ovocitos que completan 
el reinicio de la meiosis después del tiempo de maduración bajo condiciones in vitro (Moussa, et al. 2015, 
Sirard, et al. 2006), además guardan similitudes con ovocitos humanos en términos de las necesidades 
metabólicas, la activación del genoma, las interacciones con el medio de cultivo y el desarrollo temprano del 
embrión (Menezo, et al. 2000, Van Hoeck, et al. 2011). 
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Con miras a utilizar la señalización cannabinoide como una posible diana terapéutica en clínicas de 
fertilidad humana, es importante tener en cuenta el tipo de compuesto a utilizar, por esta razón en este 
nuevo capítulo quisimos probar tanto el agonista sintético HU-210, del cual ya conocemos previamente su 
modo de actuación en ratones, como la del fitocannabinoide THC, debido a que es un compuesto natural y 
es el compuesto cannabinoide de mayor relevancia en estudios clínicos (Baker, et al. 2003, Kowal, et al. 
2016), por lo que en una hipotética creación de medios de MIV suplementados con cannabinoides, su uso 
podría tener más probabilidades de aceptación. 
Los receptores CB1 y CB2 están presentes durante el reinicio de la meiosis y el desarrollo 
embrionario temprano en el modelo bovino 
Nuestros resultados en este modelo muestran la presencia de ARNm para CB1 en ovocitos, como 
ocurre en el modelo de ratón. Este resultado podría estar señalando un papel fundamental de la necesidad 
del receptor CB1 en la adquisición de la competencia del ovocito para soportar la fecundación y el desarrollo 
embrionario posterior. A nivel de la ubicación de proteínas, hemos observado cambios sólo en la 
localización de los receptores CB1, el cual se mueve del núcleo hacia la periferia del ovocito a medida que 
se da el progresó a través de la meiosis, mientras que la localización de los receptores CB2 no varía, de forma 
muy similar a lo que se describe en el anterior capitulo para el modelo murino y a lo reportado en ovocitos 
humanos (Peralta, et al. 2011). Dado que este tipo de receptores necesitan alcanzar la superficie celular con 
el fin de activar la señalización a través de proteínas G (Cahill, et al. 2007), señala a CB1 como un receptor 
activo durante la maduración de ovocitos, como se reportó previamente en ovocitos humanos (Peralta, et 
al. 2011). Nuestros resultados también demuestran la funcionalidad de CB1 durante la maduración debido 
a que modula vías de señalización cuando se usan compuestos que tienen afinidad por dicho receptor. Las 
observaciones de una dinámica de funcionamiento similar para el receptor CB1 en diferentes especies 
podrían estar mostrando un mecanismo conservado en la maduración de ovocitos de mamíferos. 
A nivel de proteína y al igual que en ratón, en el modelo bovino destaca la localización periférica 
que encontramos para CB1 tanto durante el reinicio de la meiosis como durante las diferentes etapas del 
desarrollo embrionario preimplantacional, mientras que para el CB2 nuevamente no se observan cambios. 
Esta observación también fue reportada por Paria y colaboradores en ensayos de detección de unión a 
receptores donde se utilizó marcaje con [3H] anandamida, donde las autorradiografías mostraron la mayoría 
de los sitios de unión en las células más externas en los estadios de ocho células, mórula y blastocisto (Paria, 
et al. 1998, Paria, et al. 1995). Sin embargo la anandamida puede tener afinidad por ambos receptores, por 
lo que nuestros resultados demuestran que la señalización que está afectando al embrión durante su 
desarrollo preimplantacional es mediada por la vía CB1. 
Por otro lado la posibilidad de evaluar durante el desarrollo preimplantacional la expresión de CB1 
en dos modelos animales en los que difiere el momento de la activación del genoma embrionario, pero que 
coinciden el aumento de la expresión para este receptor cuando en ambos se activa el genoma embrionario, 
nos permite pensar que la señalización mediada por CB1, que previamente se ha demostrado que está 
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implicada en los procesos de implantación en el modelo murino (Paria, et al. 2001), podría ser también una 
vía que regule de alguna forma la implantación en otras especies como la bovina o inclusive la humana 
donde ya se ha demostrado que la alteración de otros componentes del sistema cannabinoide en el momento 
de la implantación, como los niveles altos de AEA, están asociados con la pérdida espontanea de la preñez 
(Maccarrone, et al. 2002, Maccarrone, et al. 2000). 
La exposición a cannabinoides durante la maduración del ovocito bovino modifica la fosforilación 
de AKT y ERK1/2 
Al igual que en el ovocito de ratón la maduración en ovocitos bovinos implica la activación de 
diversas vías de transducción de señales, incluyendo las vías PI3K/AKT o MAPK (Cecconi, et al. 2012, 
Conti, et al. 2012, Schmitt and Nebreda 2002), que terminan desencadenando la activación del factor 
promotor de la maduración (MPF), un complejo que consta de una quinasa CDK1 y una ciclina B (Schmitt 
y Nebreda 2002). MYT1 es la quinasa inhibidora más importante del complejo MPF, y ésta es a su vez 
inhibida por la actividad de pAKT, permitiendo que el bloqueo sobre el MPF cese, promoviendo así la 
reanudación de la meiosis (Okumura, et al. 2002). Estudios previos en ovocitos de ratón y rata han 
demostrado que el bloqueo en la actividad AKT conduce a una reducción significativa en la actividad CDK1, 
retrasando en la reanudación de la meiosis (Kalous, et al. 2009) lo que implica a esta proteína directamente 
con la reanudación meiótica. Nuestros resultados indican que la exposición de estos ovocitos de HU-210 o 
THC durante su maduración in vitro aumentó la fosforilación de AKT tanto en células de la granulosa como 
en el ovocito, teniendo respuestas similares a otros tratamientos utilizados para mejorar los índices de 
maduración, en la fosforilación de las proteínas analizadas, como el tratamiento con LH que induce altos 
niveles de fosforilación de AKT (Carvalho, et al. 2003). Otros autores han demostrado que los ovocitos de 
vaca dependen de la activación de AKT para el éxito de la transición MI/MII (Tomek and Smiljakovic 
2005).  
La vía MAPK es universalmente activa en ovocitos durante la maduración en todos los vertebrados 
estudiados hasta ahora, sin embargo la cinética de la activación varía en diferentes especies. (Liang, et al. 
2007). En especies de granja como bovino y porcino está bien documentado el uso de hormonas con el fin 
de mejorar los porcentajes de maduración, como la FSH o EGF, compuestos que activan la fosforilación 
de ERK1/2 (Gonzalez-Robayna, et al. 2000, Wayne, et al. 2007) tempranamente en las células de granulosa 
y posteriormente en el ovocito coincidiendo con el GVBD (Ebeling, et al. 2007, Gordo, et al. 2001), 
demostrando que la fosforilación de ERK1/2 es necesaria para la reanudación meiótica (Levesque and 
Sirard 1995, Su, et al. 2003a). En el capítulo 4.2 se muestra como los cannabinoides tienen un efecto similar 
a otros promotores de la maduración (Conti, et al. 2012) tanto en la activación de ERK1/2 a nivel de las 
células de la granulosa y como internamente en el citoplasma del ovocito. Nuestros experimentos también 
muestran cambios en la velocidad de la progresión meiótica en ovocitos expuestos a los cannabinoides, los 
cuales comenzaron antes la reanudación meiótica que los ovocitos del grupo de control. Esto apoya lo 
anteriormente descrito por otros autores donde se le da un papel importante a la vía MAPK en las primeras 
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etapas de la reanudación de la meiosis en ovocitos bovinos a través de una considerable aceleración del 
ruptura de la vesícula germinal (GVBD) (Fissore, et al. 1996, Kalous, et al. 1993). Finalmente, hemos 
observado que después de 24 hr de maduración, ERK1/2 alcanzó su actividad máxima en ovocitos bovinos 
detenidos en MII.  
Previamente se han reportado diferencias entre roedores y animales de granja a nivel de la 
maduración nuclear de ovocitos (Bilodeau-Goeseels and Magyara 2012). Estas diferencias se evidencian en 
nuestros resultados a nivel dela vía de las MAPK. En el modelo de ratón observamos que los cannabinoides 
no parecen afectar el estado de fosforilación de ERK1/2 en las primeras etapas de la maduración y además 
ejercen un efecto inverso a lo observado en este capítulo, disminuyendo la fosforilación de ERK1/2 en el 
estadio de MII del ovocito de ratón, este comportamiento de la ERK1/2 en ratones coincide con resultados 
previos para esta especie, donde se ha detectado la activación de la vía MAPK 2 hr después que se da el 
GVBD, proponiendo que la MAPK no es requerida para la reanudación de la meiosis (Liang, et al. 2007, 
Verlhac, et al. 1994). Contrariamente, en ovocitos bovinos, se ha reportado que la vía MAPK se activó en 
aproximadamente el mismo tiempo que GVBD (8-9 hr de incubación) (Gordo, et al. 2001) considerando 
que la señalización que ejercen los cannabinoide exógenos al activar ERK1/2 podría estar afectando el 
tiempo en el que se da el GVBD, lo cual coincide con trabajos previos que muestran que la activación 
artificial de MAPK puede inducir o promover GVBD (Fissore, et al. 1996). En esta misma línea, nuestros 
experimentos demostraron como una señal exógena como los cannabinoides son capaces de acelerar el 
reinicio de la meiosis mostrando una mayor tasa de GVBD solo 2hr después de iniciar la maduración.  
Tomados en conjunto, estos resultados indican que a pesar que la vía MAPK está activa durante la 
maduración dependiendo de la especie puede estar implicada o no en el reinicio meiótico y en la presentación 
del GVBD. 
El uso de cannabinoides durante la maduración de ovocitos bovinos no altera los porcentajes de 
desarrollo a blastocisto, pero si su expresión génica 
En el capítulo 4.1 observamos una mayor producción de embriones en la etapa de blastocito de los 
grupos tratados con cannabinoides durante la maduración. Sin embargo en el modelo bovino observamos 
como la tasa de desarrollo del embrión hasta la etapa de blastocisto no se vio afectada por la exposición a 
cannabinoides durante MIV. Las diferencias en producción entre ambos modelos ponen nuevamente de 
manifiesto las diferencias entre roedores y bovino (Bilodeau-Goeseels and Magyara 2012), donde a pesar 
que se estén modulando las mismas vías de señalización, muestra que al reinicio de la miosis como un 
proceso multifactorial y la sinergia entre diversos factores está aún por esclarecer. Sin embargo con este tipo 
de estudios nos acercamos más a la comprensión de los mecanismos moleculares que se dan durante la 
reanudación meiótica, lo que ayudará a mejorar técnicas como la maduración de los ovocitos y a encontrar 
una aplicación óptima de las diferentes combinaciones de compuestos necesarios para obtener una adecuada 
maduración in vitro en el tratamiento de la infertilidad humana. 
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A pesar que en el modelo bovino no aumentó el porcentaje de embriones obtenido, el tratamiento 
con HU-210 y THC tuvo un efecto beneficioso sobre la expresión de dos genes relacionados con la calidad 
del embrión, Ifnτ y Gja1. El interferón tau (Ifnτ) es la molécula responsable del reconocimiento temprano de 
la preñez en bovinos. En consecuencia, los blastocistos bovinos producidos in vivo, in vitro o mediante ICSI 
muestran una expresión diferencial de Ifnτ (Arias, et al. 2015, Gutierrez-Adan, et al. 2004), siendo menor la 
expresión en los blastocistos producidos in vitro que en los in vivo (Lonergan, et al. 2003). Por otra parte la 
Connexin43 (Gja1) se asocia con la formación de uniones celulares y varios artículos sugieren que su 
expresión es más baja en los blastocistos producidos in vitro frente a sus contrapartes in vivo (Gutierrez-Adan, 
et al. 2004, Rizos, et al. 2002, Tesfaye, et al. 2007). Teniendo en cuanta los resultados de sobreexpresión 
observada para Ifnτ y para Gja1 en los embriones que fueron suplementados con cannabinoides durante la 
maduración, los resultados sugieren que los cannabinoides pueden mejorar la calidad de los ovocitos y en 
consecuencia mejorar la calidad de los embriones derivados de dichos ovocitos.  
Con los resultados obtenidos en el capítulo 4.2 se pone de manifiesto por primavera vez la presencia 
de los receptores CB1 y CB2 durante la maduración in vitro de ovocitos en la especie bovina. Sin embargo, 
sólo el receptor CB1 muestra cambios en sus dinámicas de expresión y localización, presentando similitud 
con el modelo de ratón, lo que podría estar mostrando que la señalización cannabinoide principalmente a 
través de CB1 podría ser un mecanismo conservado en mamíferos durante las primeras etapas del reinicio 
de la meiosis. Nuestros resultados indican que la exposición a los cannabinoides exógenos como HU-210 y 
THC durante la maduración in vitro de ovocitos bovino activa vías implicadas en la maduración modulando 
la fosforilación de AKT y ERK1/2 probablemente a través de la activación de CB1 de forma similar al 
modelo murino aunque con diferencias claras entre especies. Al adicionar cannabinoides durante la 
maduración se vieron efectos positivos en la expresión de genes relacionados con la calidad del embrión 
(Ifnτ y Gja1) y ninguna repercusión sobre el porcentaje de desarrollo a blastocisto. Estos resultados tienen 
implicaciones importantes no sólo para los procesos de producción de embriones en el ganado sino también 
como un modelo y una herramienta útil para el cribado preclínico de cómo podrían actuar los cannabinoides 
dirigidas a la mejora de la maduración y la calidad de los embriones humanos producidos a través de técnicas 
de reproducción asistida. 
Papel de los cannabinoides en la fertilidad del macho 
Existen varios  trabajos donde se ha descrito la presencia del sistema cannabinoide en 
espermatozoides de ratones, humanos, cerdos y toros (Agirregoitia, et al. 2010, Aquila, et al. 2010, Gervasi, 
et al. 2009, Maccarrone, et al. 2005). En el modelo murino también se han cuantificado los receptores, los 
ligandos AEA y 2-AG, y las enzimas que los metabolizan y a nivel de testículo y conducto deferente 
(Grimaldi, et al. 2009, Pertwee, et al. 2002), sugiriendo que la señal cannabinoide es un modulador de la 
espermatogénesis (Grimaldi, et al. 2009). El uso de cannabinoides exógenos in vivo ha permitido demostrar 
que tras la activación de los receptores cannabinoides se da una aceleración de la espermatogénesis, por lo 
que se les ha considerado como necesarios para la progresión correcta de la espermatogénesis (Di Giacomo, 
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et al. 2015, Sugiura, et al. 1996); inclusive la señal cannabinoide se compara con la producida por el ácido 
retinoico como inductores para activar el ciclo meiótico (Di Giacomo, et al. 2015).   
Así pues, como hemos comentado previamente, en este capítulo quisimos usar el esperma de ratón 
para evaluar en primer lugar cuál era la respuesta del espermatozoide frente a un tratamiento agudo con 
concentraciones crecientes de THC y, en segundo lugar, si el semen tenía capacidad de fecundar después de 
ser sometido el ratón a un tratamiento sistémico y crónico de THC durante 30 días. 
El uso de un tratamiento agudo de THC no altera la movilidad de los espermatozoides  
Teniendo en cuenta los trabajos que indican que el espermatozoide puede responder a 
cannabinoides, nos preguntamos si los cannabinoides podrían afectar a la viabilidad y la motilidad de los 
espermatozoides, como han señalado varios autores (Agirregoitia, et al. 2010, Morgan, et al. 2012, Rossato, 
et al. 2005, Whan, et al. 2006). Por lo tanto, quisimos evaluar a nivel in vitro cuál era la respuesta de los 
espermatozoides al ser sometidos de manera aguda a un cannabinoide exógeno como THC. 
Inicialmente evaluamos la respuesta de los espermatozoides, que nunca habían tenido contacto con 
cannabinoides exógenos, frente a un tratamiento agudo con THC para corroborar cuál era la respuesta en 
los parámetros de motilidad de los espermatozoides al entrar en contacto con diferentes concentraciones de 
THC. A pesar de aumentar la concentración de THC, los espermatozoides no respondieron ni 
disminuyendo ni aumentando su motilidad, contrario a lo reportado por otros autores en ensayos in vitro 
utilizando THC  (Morgan, et al. 2012) o ensayos in vivo utilizando THC y  HU-210  (Banerjee, et al. 2011, M 
Lewis, et al. 2012). Cierto es que en este experimento no se hicieron tiempos largos de incubación como se 
ha reportado en otras publicaciones de exposición a cannabinoides que superan los 15 min de exposición 
(Morgan, et al. 2012), debido a que el análisis de la motilidad puede verse afectado por muchos parámetros 
y, en efecto, un tiempo prolongado aumenta la variabilidad de los resultados (Mortimer 1997).  
Las comprobaciones iniciales de la respuesta de los espermatozoides al THC, en las cuales no se 
vieron diferencias entre los espermatozoides expuestos o no expuestos, nos llevaron a analizar si el consumo 
crónico de THC sería capaz de afectar la motilidad del espermatozoide, hasta ahora reportada por diversos 
trabajos, y si afecta la capacidad de los espermatozoides para fecundar, lo cual, hasta el momento, no ha 
sido evaluado. 
El consumo crónico de THC: implicaciones en SNC y sistema reproductivo 
En la literatura existen diversos estudios clínicos realizados en la década de los 70 y los 80 que 
asociaban el consumo del cannabis con una disminución significativa en el recuento y la motilidad 
espermática y un aumento de las anormalidades de espermatozoides provenientes de muestras seminales de 
pacientes fumadores de marihuana (Hembree III, et al. 1999, Hembree III, et al. 1976, Issidorides 1978, 
Kolodny, et al. 1974). Posteriormente,  los estudios que se han realizado a nivel in vitro utilizando el THC, 
el principal compuesto de la planta, asocian su consumo a la infertilidad en machos, basados sólo en la 
evaluación de parámetros seminales e histológicos. Principalmente los hallazgos relacionan al THC con 
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oligospermia, lesiones testiculares que afectan la espermatogénesis y cambios en la morfología y motilidad 
espermática (Banerjee, et al. 2011, Whan, et al. 2006). Sin embargo, ni los estudios en las décadas pasadas ni 
los más actuales han llegado a probar si estos espermatozoides tienen potencial para fecundar. Es importante 
tener en cuenta que los consumidores de cannabis normalmente consumen, además, bebidas alcohólicas en 
un 97%, tabaco en un 70%, cocaína en un 21% y éxtasis en un 17% (Calafat 2000). Algunos de estos 
consumos como el tabaquismo están asociados igualmente con un deterioro de la calidad del semen 
incluyendo la motilidad, concentración y la morfología de las células espermáticas, que son los parámetros 
más usados en entornos clínicos para evaluar la fertilidad (Sharma, et al. 2016). Sin embargo, se hace difícil 
separar qué porcentaje del daño es causado por un consumo u otro. Así mismo, no hemos encontrado en 
la literatura ninguna reseña sobre la incapacidad de los consumidores crónicos de cannabis para tener 
descendencia. 
El hecho de que los cannabinoides puedan afectar la capacidad fecundante de los espermatozoides 
es de gran importancia, ya que el consumo de cannabinoides a día de hoy va en aumento considerablemente 
debido a su uso en el tratamiento de ciertas enfermedades, además del consumo recreativo (Cressey 2015, 
Gerich, et al. 2015, Kowal, et al. 2016). Diversos estudios han realizado análisis del consumo crónico en 
diferentes especies que incluyen ratón, rata, perros, monos y humanos, donde se utilizan diversos 
cannabinoides que varían en la concentración desde 2 a 10 mg/kg, en la duración del tratamiento que puede 
ir de 1 a 28 días y la vía de administración que puede ser intra-peritoneal, oral o inhalatoria, lo cual hace que 
todos los estudios no sean comparables entre sí. A pesar de la variabilidad,  hasta la fecha gran parte de los 
estudios reportan daños a nivel estructural del testículo y anormalidades del cuadro espermático incluyendo 
parámetros de concentración y motilidad (Banerjee, et al. 2011, Dalterio 1980, Dixit, et al. 1976, Hirvonen, 
et al. 2012, Nahas, et al. 2002, Patra and Wadsworth 1991). En este trabajo quisimos hacer un análisis de la 
capacidad que tenían para fecundar animales expuestos a la dosis más alta de THC de 10mg/kg/día vía 
intra-peritoneal y con una extensión de 30 días consecutivos de tratamiento.  
Está ampliamente demostrado que el THC tiene un efecto claro sobre el SNC. Estos efectos son 
mediados principalmente por los receptores CB1 (Sim-Selley 2003). Se ha demostrado previamente en el 
ratón, rata y humano que la exposición crónica a THC y otros agonistas cannabinoides provocan una 
reducción en cerebro del número de receptores CB1 y una disminución de la señalización como respuesta 
homeostática (Breivogel, et al. 1999, Hirvonen, et al. 2012, Sim-Selley 2003). En los cerebros de nuestros 
animales tratados crónicamente con THC encontramos el comportamiento típico para el receptor CB1 
observando una disminución de la expresión del ARNm y de la proteína. Además, comprobamos que una 
de las vías de señalización, que ha sido caracterizada en la activación de este receptor, se modula tras el uso 
de THC, ya que se genera la fosforilación de AKT y la inhibición en la activación de GSK3β. Posteriormente, 
corroboramos que esta regulación en la señalización no se ve controlada por mecanismos epigenéticos. 
Otros mecanismos como la internalización del receptor pueden ser la causa de la regulación de CB1. 
Después de comprobar que el modelo de administración ejercía efectos a nivel del SNC, evaluamos en estos 
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mismos animales las características del aparato reproductor y principalmente nos enfocamos en la viabilidad 
de los espermatozoides para producir embriones.  
Tras el tratamiento crónico con THC, no se vieron diferencias en cuanto al peso corporal, entre el 
grupo tratado crónicamente con THC y el grupo control, sin embargo, sí que aumentó el tamaño de los 
testículos y de los epidídimos en los animales tratados. Nuestros resultados concuerdan con estudios previos 
donde también se observó un aumento testicular en animales tratados crónicamente con THC durante tres 
semanas. Además en dichos estudios observaron que no había ninguna alteración en el perfil de hormonas 
reproductivas como testosterona, LH y FSH, pero sí existía una significativa disminución del 
comportamiento copulatorio disminuyendo el número de montas (Dalterio 1980, Morgan, et al. 2012). Sin 
embargo, en el mismo estudio, al utilizar otro cannabinoide el CBD, cuyo mecanismo de acción aún no está 
esclarecido (Linge, et al. 2016), reflejó, bajo un tratamiento crónico, un resultado contrario disminuyendo el 
tamaño testicular y los niveles de testosterona y LH (Dalterio 1980). Por otra parte, recientemente se ha 
reportado un aumento en la concentración de testosterona en respuesta a las altas dosis de THC acumuladas 
(Marusich, et al. 2015). Sin embargo otros estudios reportan que el THC causa un bloqueo de la GnRH, lo 
cual disminuye la liberación de FSH y LH y, por consiguiente, afecta a la producción de testosterona a nivel 
testicular (Harclerode 1984).  
También es importante esclarecer cuáles son las vías de actuación para determinar cuál es el efecto 
de los cannabinoides y si va en contra o a favor de la fisiología espermática. En un estudio de Grimaldi y 
colaboradores, después de un tratamiento crónico de 21 días con un agonista especifico CB2 se demostró 
un aumento de la frecuencia de la espermatogénesis, mientras tanto, el grupo tratado con un inhibidor para 
el mismo receptor CB2 mostró una tasa de producción de espermatozoides más lenta, lo que sugiere que se 
requiere un equilibrio ajustado de la activación cannabinoide para la progresión adecuada de la 
espermatogénesis (Di Giacomo, et al. 2015, Grimaldi, et al. 2009). Este tipo de estudios ha producido en la 
comunidad médico-científica declaraciones de que la señal cannabinoide podría ser usada como una 
estrategia terapéutica para el tratamiento de la infertilidad masculina. 
Lo que queda claro hasta el momento es que en los estudios donde se asocian los cannabinoides y 
la infertilidad del macho, la diversidad en las respuestas generadas por diferentes cannabinoides e incluso el 
mismo compuesto a diferentes concentraciones pueden generar diferentes tipos de respuesta (Banerjee, et 
al. 2011, Dalterio 1980, Dixit, et al. 1976, Hirvonen, et al. 2012, Nahas, et al. 2002, Patra and Wadsworth 
1991). Sin embargo, con todos los resultados que hasta ahora hay publicados sobre la gameto-toxicidad de 
los compuestos cannabinoides, sorprende observar cómo cantidades que generan efectos a nivel del SNC, 
no se hayan visto reflejadas a nivel reproductivo en nuestro trabajo. Por  tanto, aún se deben realizar estudios 
que permitan aclarar cuáles son los efectos, a nivel de la fisiología espermática, que produce cada compuesto 
cannabinoide individualmente y a través de qué vía puede estar actuando, si es por la activación de CB1, 
CB2 o ambos, (Patra and Wadsworth 1991).  
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La evaluación histológica a nivel estructural de los túbulos seminíferos no reveló daños aparentes 
ya que, en nuestro caso se observó una gametogénesis completa, con anormalidades menores y sin presencia 
de apoptosis en ambos grupos experimentales, descartando el posible efecto gameto-toxico del THC 
reportado en otros estudios (Banerjee, et al. 2011, Dalterio 1980, Patra and Wadsworth 1991). También 
cabe aclarar que en nuestro modelo hemos confirmado el efecto del THC a nivel sistémico, tomando como 
base el efecto generado en el SNC, lo cual no se comprobó en los estudios previos.  
El consumo crónico de THC no afecta la capacidad de los espermatozoides para fecundar in vitro 
Un informe previo donde se utilizaba THC marcado radiactivamente para estudiar la 
farmacocinética de este compuesto mostró que la grasa del epidídimo es el tejido que acumula la mayor 
cantidad de THC representando 5 veces más que la encontrada a nivel cerebral después de 4 h de su 
administración y aumenta a 8 veces la diferencia entre ambos tejidos después de 24 h (Nahas, et al. 2002). 
El mismo estudio reveló que después de múltiples inyecciones de THC la acumulación incrementaba en la 
grasa del epidídimo 80 veces más que en cerebro y testículo (Nahas, et al. 2002). La acumulación de 
cannabinoides en tejidos grasos está ampliamente descrita para este tipo de compuestos (Rawitch, et al. 
1979, Willinsky, et al. 1974). Sin embargo aún no está claro si los cannabinoides acumulados en la grasa que 
acompaña al epidídimo, afecta los procesos que allí se están desarrollando como las últimas fases de 
maduración de los espermatozoides, pudiendo afectar la fisiología espermática o la capacidad para fecundar 
de los espermatozoides. Por esta razón, y más allá de evaluar el tamaño testicular y la composición estructural 
de los túbulos seminíferos, nuestro objetivo fue evaluar la capacidad para fecundar de los espermatozoides 
de animales tratados crónicamente con THC en comparación con aquellos que sólo fueron tratados con 
vehículo. 
Por cuestiones experimentales del origen de la muestra, la motilidad de los espermatozoides de los 
animales utilizados para la experimentación no se pudo evaluar inicialmente debido a que se priorizó el 
transporte para realizar la FIV (tal y como se explicó anteriormente en el apartado de materiales y métodos). 
Sin embargo, se evaluó la motilidad en el momento que se utilizaron los espermatozoides para la fecundación 
in vitro, donde se observó una población disminuida de espermatozoides móviles, pero similar entre los 
grupos, indicando que el THC no generó diferencias en la motilidad espermática tras un consumo crónico. 
Los estudios que hasta ahora concluyen que el consumo de cannabinoides causa infertilidad del 
macho, (Dalterio 1980, M Lewis, et al. 2012, Morgan, et al. 2012) basándose en los efectos en la motilidad 
y el comportamiento, deberían revisar el concepto de infertilidad debido a que en ninguno de ellos se ha 
probado la capacidad para fecundar de dichos espermatozoides. Si bien es cierto que la disminución en el 
porcentaje de espermatozoides mótiles es considerado no favorable dentro de los parámetros seminales, es 
necesario aclarar que la población restante de espermatozoides mótiles puede llegar a fecundar sin 
problemas. En el caso del comportamiento sexual, la disminución de la libido o el comportamiento 
copulatorio está netamente ligado al fuerte efecto causado por los cannabinoides a nivel del SNC 
(Frischknecht, et al. 1982). Nuestros resultados demuestran que después de la fecundación utilizando 
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muestras seminales de ratones tratados con o sin THC, la producción de embriones fue la misma para ambos 
grupos. Lo interesante de este resultado es que a pesar de ser semen expuesto a THC y tener una baja 
población móvil en ambos grupos, la población espermática fue capaz de generar embriones y no se vio un 
efecto negativo del consumo crónico en la capacidad fecundante de los espermatozoides.  
Los resultados que ha arrojado este estudio muestran la necesidad de plantear nuevas preguntas 
para entender cómo está afectando el consumo crónico de THC a la fertilidad masculina, donde todavía hay 
muchos puntos que necesitan ser esclarecidos. Por otra parte, también es necesario plantear cómo afectaría 
el consumo crónico a las hembras a nivel de la fisiología ovárica, donde hasta ahora se centran los estudios 
principalmente en el efecto de los cannabinoides a nivel gestacional y no se tienen en cuenta como podrían 
afectar estos compuestos en etapas previas a la formación del embrión como la maduración del ovocito. 
Futuros estudios que impliquen la respuesta que se da frente al consumo de cannabinoides en cuanto a 
perfiles hormonales, acumulación de cannabinoides directamente en las membranas de los gametos y la 
regulación en la expresión de los receptores y enzimas que componen el sistema tanto en ovocitos como 
espermatozoides, nos ayudarán a entender los efectos del THC sobre la fertilidad tanto masculina como 
femenina. Teniendo en cuenta que tanto el consumo terapéutico de cannabinoides como la legalización de 
los mismos se han visto incrementados en los últimos años, es necesario proporcionar respuestas adecuadas 
sobre los posibles efectos que puedan tener a nivel reproductivo, sobre todo si la fertilidad se ve 
comprometida.  
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Las conclusiones obtenidas en esta tesis son las siguientes: 
 
 
1. Los cambios de localización del receptor cannabinoide CB1 durante la maduración de ovocitos 
murinos y bovinos, pasando de una ubicación nuclear en la fase GV a una ubicación periférica en 
las fases posteriores, sugieren una función relacionada con la activación de proteínas de membrana 
durante la etapa de maduración.   
2. El patrón de transcripción preimplantacional de CB1 indica que el CB1 de origen embrionario 
puede tener una función en el blastocisto, sin embargo todas las funciones de CB1 en fases 
anteriores a la activación del genoma embrionario, se deben al transcrito de CB1 de origen maternal. 
3. La ausencia del receptor CB1, pero no CB2 durante la etapa de maduración ovocitaria retrasa el 
desarrollo embrionario en el modelo murino, sin embargo la falta de ambos receptores durante la 
maduración aumenta el número de ovocitos sin fecundar y afecta tanto el desarrollo embrionario 
como el transporte a través del oviducto, indicando que el sistema endocannabinoide es 
especialmente crítico durante la maduración y determinante para procesos posteriores de desarrollo. 
4. La señalización provocada por cannabinoides exógenos a través de la activación del receptor CB1, 
afecta el proceso de maduración a través de la regulación de proteínas AKT y ERK1/2,  implicadas 
en las vías PI3K/AKT y MAPK en ovocitos mamíferos. 
5. La adición de cannabinoides a medios de maduración acelera el reinicio de la meiosis, lo cual  indica 
que los receptores cannabinoides pueden ser una diana terapéutica para activar la maduración en 
pacientes donde el uso de hormonas está contraindicado. 
6. Los cannabinoides exógenos adicionados durante la maduración de ovocitos bovinos afectan la 
calidad embrionaria.  
7. El tratamiento agudo o crónico con THC en ratones no altera la histología testicular, la motilidad 
espermática, ni la capacidad fecundante de los espermatozoides, indicando que se debe reanalizar 
el efecto específico de los cannabinoides en la infertilidad masculina.  
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